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a) Zn A. xylinum se  habia desc r i to  l a  fomaciBn de g l i co fos fo l f -  
pidos de acuerdo a las s igu ien tes  reacciones:  
1) Lfpido-t' + UTIP-Gal Re, Lfpido-?-Gal + UDP 
2 )  Lfpido-P + UW-Glu Lipido-PP-Glu + UXP 
81 ~Zpiuo-P Eormaba p a r t e  d e l  preparado enzim$tico 
u t i l i zado .  En este t r aba jo  se demuestra que en amLos casos e l  
l fp ido  es un pol iprenol  a l f l i c o ,  muy probablemente undecaprenol. 
C l lo  s e  logr6  u t i l iznndo un preparado enzimstico y las condiciones 
adecuadas para f o m a r  e s t o s  coinpuestos, a p a r t i r  de  Ll'pido-P 
exdgeno de e s t r u c t u r a  conocida. Tanto Ficaprenol-P (R@) c m o  
1)olicol-P (Doll@') a c t t a n  calno s u s t r a t o s  en l a  reaccio'n I), aunque 
l a s  propiedades de 10s productos fomados son d i ferentes :  Solamente 
e l  s i n t e t i z a d o  con FIG' se camporta como e l  obtenido con e l  Ll'pido-P 
end8gen0, f r e n t e  a t ratamientos t a l e s  colno reducciljn c a t a l f t i c a  o 
degradacibn con fenol .  
Tambign se a i s l d  e l  Lzpido-? endageno y se l o  pur i f i c i j  por 
cromatograffa en columrlas de aEU-celulosa. 'Sus propiedades son 
anQlogas a l a s  d e l  FW y alga  d i fe ren tes  de las d e l  DOYIP. E l  
a n z l i s i s  por espect rograffa  d e  masa d e  este I fp ido endo'geno confirm6 
s u  na tu ra leza  polipreno'lica pero no permit i6 e s t ab lece r  inequivoca- 
mente s u  es t ruc tu ra ,  
b) l;n Lmi nisnm preparardos enzint6ticos de A. xylinm se detect6 
t,smlri&n la pesencia  de las siguientes actividadea enzim$ticas, 
vinculadas a1 metabalismu d@ los prenil faafatoo: 
3) Prenil-PO Yrenil-P 3. P i  
4) Prenol 9 ATP -+ Prenil-I! + ADP 
La reaccidn 3) serfa caralizada por una prenil pirofosfata 
fmfatasa y la 4) por una prenil quinasa. 
c) UtilJzando es te mismo organisnza se intent6 ais lsr polissciirido~ 
que cantuvieran galactasa, Ello no sa logr6 ,  per0 ezz cmbio se 
puclo csrac terhar parcialmenta aiatro polisnac6ridos: 2 neutroe p 
2 mi6nicos. 
d)  Finalmeam s'e invosrig& l a  prmencia de glicofoefolfpiclos en 
plantas , 
E l  sistema rztiliaadlcj (epicotilas de  at-veja, Pism 
sativwrl) , en presancis de  U P - G l u ,  p i e d t i o '  aislar un corapues ta con 
las ~ropiedttdes dal DoM-Glu. 
E l  ~ g p l d n - B  aceptor es end6gea0, pucs se eneuentra en e l  
preparado enzi6t ieo  y l a  reaecibn se pvede raprewntar en la 
siguieute fama: 
~EpEds end6gen-P -J- W-Glu kzs$ L%;pida end6geno-P-Glu + lfBP 
Zws prap2edades def Lfpido an86geno-i2 son similaras a lag 
deL DallVD y ddiferentes de las  d e l  RP. 
La Funci6n d e  eete L%pido-iJ glac.osi2ado se descanoee, pero 
posibleriiente parcgcipe @a la sfnresis- d e  pa;rlisa&Edcs p/a g1icoprotefrta.s. 
En l a  s j n t e i s  d e l  glucijgeno (2-41, d e l  almid6n (5-8) 
y de o t r o s  pol i socQridos  (9 - l l ) ,  un azu'car ac t ivado ,  o nuclebt ido-  
azucar ,  cede s u  r e s t o  g l i c o s i l o  a un aceptor  que en g e n e r a l  e s  e l  
n~ismo po lis acs r ido  . 
Figura 1: 
La Figura 1 i l u s t r a  el caso d e l  gluc6geno. 
--  -- 
Aunque este  esquema s i g u e  manteniendo s u  v igeac i a ,  en 
a lg~ inas  casos ,  a p a r t i r  d e  ruediados de  l a  d6cada d e l  60 (12-14), 
r 
n 
EX araptor f inal  pnede ser wn palfsarbrida Cglicap&ptide, 
Zigopolisaclrido, etc.1 n una gIic6proteSna. Ida uni8n d e l  %$pido 
rtl? azGcar ae efectea a rrav& de un puen&a mom o di fmf  ate.  
Auegwe es tos cmpues tos fuwon or igbaheate, diesaitos 
ea ralaciijn a la s9ntesis de polisaeilridos emplsj~s 'de la pared 
bactadana (12-54) su radio de acci6n se extendig pronto s otros 
gistetnas taate en prasetriotes (15-27) come en mcarioters (17-191 . 
En toZos b s  easos descritas l a  accilEn la desarrallan en 
sfstmas a~toci&Qos de una u ~ t r a  foma a mabranas, para Lo eual au 
natural eea lipaf l l i ca  2- hace perf ectamente aptos. Su papel scr2a 
equivalent& a1 de los nutleSt.Sda-azGcares en cuanto a que ceden2su 
rcsra glicosi lo a un accptor, per0 la teaccZ6n ae desarrollaxfa en un 
medio l i p o f  f l i co .  
Algu'ffas @2&tg~fla,& eu qu- daee-iaadl. &a nar~irsrhaxs rlel I f p i d o .  
A las pacos a50a d e  su daacubrimicnto, exactmenre 
ern 1'467, en foma casi simltgnetl 6i.n lcm laboratorios de Robbins (210) 
y 5ermin~er i22) gracips ah us0 de  1~ ~ ~ s p e ~ t t o g r a F f a  de naaaa, sr~ 
padb determinats laa sstlructtxra de: LEA po.rcio"n lfpfdica dil: 16s "Ifpidoe 
intermediarios" involucrados en l a  s z n t e s i s  d e l  pol isacSr ido 0 y de 
l a  n;ureIna o pared c e l u l a r  respectivamente . 
A 1  a n a l i z a r  10s espect ros  se v i 6  que correspondfan a c m -  
puestos de natura leza  prenijlica, concre tmen te  a 1  undecaprenol. 
Pos ter iornente  y siempre en procar io tes  se determind tam- 
bi6n por espectrografr 'a de masas l a  e s t r u c t u r a  prenii l ica de l a  p a r t e  
l ip$d ica  de 10s Ifpido-fosf a t o  y d i f  os fa to  azCcares en 10s s i s t a n a s  
que aparecen en l a  Tabla 1. 
Tabla 1. Sistemas p roca r i6 t i cos  en 10s que se ha determinado l a  
--
es t r u c t u r a  de l a  par  t e  l ipr 'dica d e  10s l fp ido-adcares  . 
- 
S i s  tema Ref erencia  
-- -- 
kianano en  M. lysodeikt icus 
Manolfpido en Mycobacteriurn tuberculos is  (*) 
~lano l fp ido  en My cobacterium smegmatis 
Fbdif icaciSn polisacSrido 0 en Salmonella 
Pol isaczr ido  capsular en Aerobacter aerogenes 
Poxmero d e l  &id0 s i d l i c o  en E. c o l i  1: 235 
Peptidoglicano en E. c o l i  
Pep t idogl icano en  S tap~lylococcus aureus 
(*) Con excepci6n de 10s manolfpidos de micobacterias  todos 10s d m &  
lfpido-azGcares que aparecen en  l a  t a b l a  curnplen funciones de 
in termediar ios  . 
Tarubign en eucar io tes  se ha d e s c r i t o  l a  ex i s t enc ia  de 
intermediarios de t i p o  pren6lico.  
Iiellrens y L e l o i r  (30) sei ia laron l a  e x i s t e n c i a  d e  d o l i q u i l  
nonofosfato glucosa en  higado de r a t a .  
L a  Tabla 2 muestra 10s s i s temas  y mztodos con que s e  ha 
di.lucidado l a  n a t u r a l e z a  de  l a  f r acc i6n  l i p < d i c a  de dichos intermediaries . 
Tabla 2 ,  Sistemas en 10s que se  ha determinado l a  na tu ra l eza  d e l  
1Epido e n  e u c a r i o t e s  . 
Sia  tema 
IlanolZpido en  Asper- Precursores  r ad ioac t ivos  (31) 
g i l l u s  n i g e r  
hIanol?pido e n  
hieado de cerdo 
1'IanolZpido en 
ltZgado bovino 
l ~ a n o l i p i d o  e n  
h5gado de r a t a  
I R ,  RIZN y e s tud ios  compa- 
rados con un compuesto 
s i m i l a r  obtenido 
quimicamente. 
Precursores  r ad ioac t ivos  
PZanano en levadura E. de masas. 
S . c e r e v i s i a e  
Caracter  f s  ticas d e  10s pr enoles  
--
Estructura.-  Los po l ip reno le s  son polfmeros l i n e a l e s  d e l  
2-metil-2-buteno, o i sopreno ,  que l l e v a n  un grupo h i d r o x i l o  e n  e l  ex- 
tremo no ramificado de  l a  cadena hidrocarbonada. Su f6rmula aparece 
en 123 Figura  2 .  
Figura 2: Fbrtuula genera l  de 10s poliprenoles.  
A par tir de el la  se pueden sei ialar  algunas caracter f  s t i c a s  : 
a) E l  n h e r o  de unidades isoprgnicas (n) f luc tua  e n t r e  5 y 24 (17). 
b) Existen var iac iones  con respecto a 1  grado de saturacio'n de l a s  
unidades . 
Ambas va r iab les  se pueden determinar mediante E. de rnasas. 
c) A1 poseer dobles enlaces,  dan oriden a isiimeros cis, t r ans  y 
~nezclas  de ambos. Aunque en la  natura leza  ex i s t en  campues tos  con 
todas las dobles l igaduras t rans  como l a  gutapercha (36, 37), e l  
solanesol  (38) y e l  espadicol  (39) o todas c i s  ccolo e l  caucho (36, 37)1 
parece s e r  que 10s pol iprenoles  con funciones de intermediaries 
poseen ambos t ipos  de  enlace (17). 
Para  de teminar  e l  n b e r o  de residuos isopr6nicos en configu- 
rac i6n  c i s  o t r ans  se u t i l i z a  l a  espect rograffa  de resonancia magngtica 
nuclear (40)  combinada con l a  espectrograffa de  masas. Nediante l a  
primera se conoce la re lac i6n  c i s / t r a n s  y con l a  segunda e l  largo de l a  
cadena y e l  n h e r o  de insaturaciones,  como y a  se indicb. 
E l  uso deL espectr6grafo de resonancia magngtica nuclear (DIN) 
plantea  tres lid taciones : 
- L& @ran cantidw3 dc pustsnc$a que B, Aeba utflfzi.rr, 
- No da In-E.~@~a.sE6a can ra3apecta cl l a  sbi.%;o@ciiin da 1m clabks snl@cera 
ei$ F, t?rans. 
- El ~ q t ~ l p o  deb6 ser mt~y sancifile. 
&taa hi f  icultad.e?s h&n s l d a  &vi.&aa en a&uncrs s a a s  mdiwstte fa bFa- 
sbn tes i s  de1 pol%prenel  s p a r t 2 r  de preeursorca es~exea~specl i f9cmd~t~ 
msreadoa; (5.7, 41, 42). ~ t i l 5 d a d  de este a8toda hw z&@uPt@do S b f t : 2  
da dehida et jproh2mm die! pam~abilidad c~?1t~l&x (I?). Fn reswen con 
lm ~aracrerf~ t i cs t  fs~5aIades p a r a  aL2,~tt~ras 8 - l m  pr e n ~ f  as cbtroeidns 
apareee an 5a T & b 2 ~  3 ,  
Tabla 3.  Prenoles d e  d i f e r e n t e s  fuenres na tu ra les  ( 4 3 ) .  
Fuente na tu ra l  1Jniones lsoprenos Referencia 
t r a n s  s a t u r  ados 
Solanes 01 
Espadicol 




Bactopr en01 (*) 
D e  cap r eno 1 
hojas d e  tabaco 
A .  maculatan 
hojas d e  castafio 
llojas de  g m e r o  
hojas de hevea 
hojas  d e  abedul 
madera de abedul 
1.. case i  
?f . tuberculos is  
?I .  m e p a t i s  
S .newington 
t.1. lysodeik ticus 




S . ausetxs 
S . faecal-is 
f). nig  er 
A. fumigatus 
levadur as 
P . cactorron 
inver  tcbrados 
varinos 
--- 
malIf BTOS 17 - 23. 2 I (56, 57) - 
(*) P osfb lemente sea id6nt ico  a1 undeca~reno l  . Parece no tener  i s o p r  cnclc: 
saturarlos ( lkning,  comunicaci6n yersonal ) .  
De la  t a b l a  s e  desprende que apa r t e  de 10s cmpuestos con 
todas l a s  uniones t r ans ,  a 1  haber mezclas de enlaces  c i s  y t r ans  10s 
que predominan son 10s c i s  exis t iendo 3 enlaces  t r ans  en  10s prenoles 
vegeta les  (salvo e l  betulaprenol  ext rafdo de l a  madera) y 2 en todos 
10s dem& casos. 
Nmenclatura de polipreno1es.- La nanenclatura t r a d i c i o n a l  hace 
re fe renc ia  por un lado a l a  fuente de donde se 10s a i s l b .  Por ejemplo, 
f icaprenol ,  porque se p u r i f i e d  de las hojas  d e l  ganero, Ficus e l h t i c a ;  
castaprenol ,  porque s e  o b t w o  d e l  c a s t 6 0  e t c ;  y por e l  o t ro ,  a1 la rgo 
de cadena, por ejemplo, undecaprenol, dodecaprenol, d o l i c o l  ( d e l  
griego dolikos = l a rgo) ,  etc. 
La denominacitjn se canple ta  asignando l a  l e t r a  g r i ega  4 
a l a  unidad isoprilnica que l l e v a  e l  h id rox i lo  y l a  l e t r a  w (mega) 
a l a  unidad d e l  extremo ramif icado. 
Los p r inc ipa les  defec tos  de que adolece e a t a  nomenclatura son: 
- Dice muy poco con respecto  a las c a r a c t e r f s t i c a s  qufmicas (e jemplo~ 
n h e r o  de sa turac iones ,  ubicaci6n de s u s t i  tuyentes . . .) y 
estereoquimicas (ejemplo: t i p o  y ubicaci6n de 10s dobles enlaces) .  
- Aiin cuando s u s  propiedades permitan agruparlos,  a 1  crecer  e l  n h e r o  
de fuentes  de donde s e  10s e x t r a e  crece en forma p a r a l e l a  e l  
n&nero de nombres (17). 
- Debido a l a s  d i f i c u l t a d e s  enunciadas Hemming (17) propuso una 
nomenclatura basada en l a  que l a  IUPAC r ecmienda  pa ra  l a s  quinonas 
poli isoprenoideas . 
En dicha nomenclatura se i nd ica  con n h e r o s  ardbigos e l  la rgo 
de l a  cadena, en unidades isoprGnicas, y con nGmeros romanos l a  
presencia,  en l a  r e spec t iva  unidad r e p e t i t i v a ,  de  sus t i tuyen tes  , 
saturaciones o dobles enlaces t rans .  E jemplos : 
I X ,  X d i t r a n s ,  p o l i c i s ,  prenol  11 = undecaprenol 
VIII, I X ,  X t r i t r a n s ,  p o l i c i s ,  prenoles 11-12 = f icaprenol .  
Por razones de  simplicidad en e l  desa r ro l lo  de e s t e  traba- 
jo se s e g u i r s  usando l a  nomenclatura t r ad ic iona l .  
Propiedades de 10s p r e n i l  fos fa tos .  
t?na de l a s  ca rac te r f  s t i c a s  d i s  t i n t i v a s  e s  su  es t a b i  l idad  
frexite a  t ratamientos a l c a l i n o  suaves, l o  qtre p o s i b i l i t a  su  sepclraciiin 
de 10s fosfol fp idos  con 10s cua1.e~ se co-extrae (58). 
La presencia o no de un doble enlace en l a  unidad o( es 
d e c i r ,  l a  que l l e v a  e l  grupo alcoh6lic0,  p e m i t e ,  c l a s i f i c a r l o s  en 
Gsteres a l l l i c o s  (con doble enlace)  y d - s a t u r a d o s  ( s i n  61). 
En l a  Figura 3 aparecen en forma esquemgtica 10s dos t i p o s  
Figura 3 : E s  teres a l g l i c o s  y o( -saturados . 
de compues tos  . 
. - - -- - - 
- - - - -- 
2 
Fosf ato ali  I ico 
CH 3 1 
H ( C 4 -  C =CH-CH2)  -CH2-  = C H - C H 2 - 0 - P  
n-1 T3 
Fafato cc -satu rado 
C,H3 CH3 
H (CH2- C = CH-CH2) - CY- C - C & C H ~ O - P  
n-1 A 
* - 
Como s e  ohserva ambos poseen un grupo f o s f a t o  unido a un 
a lcohol  pr imar io ,  per0 s e  d i f e r e n c i a n  par  l a  p re senc ia  o ausenc ia  de 
l a  doble l i gadura  en e l  carbon0 vecino a1 que l l e v a  l a  funci6n 
a l cohd l i ca .  C s  t a  i n sa tu rac i6n  hace que e l  r e s t o  f osf b r i co  s e a  mhs 
l s b i l  a c i e r  t o s  r e a c t i v o s  (Zcido suave, reducci6n con W?, f enol )  . 
En forma genera l ,  como y a  se ind icb ,  a 10s derivados con 
uria doble  l i gadura  en l a  unidad o( s e  10s l l m a  a l i l  der ivados y ,  por 
ser e l  6ster f o s f 6 r i c o  d e l  d o l i c o l  e l  m g s  es tud iado  d e  10s derivados 
4 - sa tu rados ,  a e s t o s  se les s u e l e  l lamar comunmente derivados 
d o l i c 6 l i c o s .  
S i s  temas en  10s que s e  han d e s c r i t o  l ipido-az6cares  
En la  Tabla 4 se resefian algunos de  10s s i s t a n a s  en 10s 
/ 
que s e  han d e s c r i t o  lzpido-fosfo-azGcares. 
Tabla 4. Sistemas en 10s que s e  han d e s c r i t o  lcpido-fosfo-azbcares.  
(A) Proca r io t e s  
Fuente 
Elicrococcus ly sode ik t i cus  
Plycobacterium tube rcu los i s  
Fly cobac ter im s rnepa t  is 
Salmonella 
S h i g e l l a  f lexner  i 
Mycobacterium smegmatis 
Bac i l l u s  l i chen i fo rmis  
Mutante de  E. c o l i  





E s  cherichia c o l i  
Salmonella nmington 
Salmonella typhimur ium 
Aerobacter aerogenes 
Klebsiel la aerogenes 
Acetobacter xylinum 
Bacil lus l icheni f o m i s  
Staphylococcus l a c r i s  
Yycobacteritw smegmatis 
Acetobacter xylinrm 
-PP-ga 1-ran Salmonella newing ton 
Salmonella typhi~nur ium 
Aerobacter aerogenes 
Klebsiel la aerogenes 
-P-elu-P-gli. Baci l l u s  l icheni f ormis 
- ~ P - l l a c ~ l u - ~ - ~ l i  Staphylococcus l a e t  is 
Acetobacter xylinum 
-PP - (gal-ram-man) , 
-PP-(gal-ramman( abe) ) 
Sa lmonalla newington ( za) 
S ahonel la  typ hfraurim (33, 15) 
Aerobacter aerogenes (26) 
Salmonella typhimurium 
Aerobac ter aerogenes 
Hutante de E.coli 
Salmonella newington 
Salmonella typi~imurium (13, 15) 
-PP-(gal-nan-(acglu)gal), Aerobacter aerogenes 
-YP-pentapgp tido-1\1aanur i.licrococcus, Staphylococcus (7 4) 
-PP-pentapgp tido-Nacmur-Nacglu Micrococcus, S taphylococcw (7 4 )  
-PP -hexapBp tido-Nacmur-Nacglu Micr ococcus 
-PP -decapSp tido-Nacmur-Nacglu Staphylococcus 




S accharomy ces cerevisiae 
Bansenula hols r i i  
Saccharorny ces cerevisiae 
Saccharomyees cerevisiae 
Saccharomy ces cerevis iae 
Sacchar omy ces cerevisiae 





Tetrahymena p i r i f  o m i s  
- Vegetales 
-PP- (Nacglu) 2 
Phas eolus aur eus 
Phaseolus vulgaris 
Raiz de tomate 
Codium fragi le  
Fibra de algod6n 
P i s u m  sativurn 
Fibra de algod6n 
Phaseolus aureus 
Fibra de algod6n 
P haseolus aureus 
Fibra de aQod6n 
Phaseolus aureus * 
- Insectos 
T r  i a  toma inf e s  tans (+) 
Ceratitis capitata 
Ceratitis capitata 




Oviducto de gallina 
C6lulas d e  oviducto 
Ret ina  de embri61.1 de p o l l o  
Hfgado de embribn de pol lo  
Cerebro de embrifh de p o l l o  
cXriducto de  g a l l i n n  
Cerebro de ernbsi6n d e  pallo 
Oviducto de ga l l ina  
Oviducto de g a l l i n a  
CQlulas de ovlducto 
-Pnan  (Retinal) ("1 
-I?-pral 
-P-gab (Retinal)  ( *) 
Aorta bovina 
Aorta d e  cerdo 
Tir o i  des bovina 
Hie loma 
Pancreas d e  te rnero  
Xinf oc i tos  humanos 
Par6tidn de ra ta  
Plbdula adrenal hovina 
Cglulas nonnnles y t r ans  fomadas ( 120) 
( f ib rob las tos  d e  rat&) 
Iigsado d e  r a t a  
Rggado dc  hamster 
Blgado de rata 
Cerebra d e  r a t a  
LinEocitos humanos 
Iifgado de vaca 
Mastocitoma d e  r a t &  
Wrpado de conejo 
IIipado de rat? 
II?zado de  cerdo 
IIZgado d e  vaca 
Aorta bavina 
Aorta de cerdo 
Pancreas de t e rne ra  
Mgado d e  cerdo 
H$pdo da rat& 
Elgado d e  r a t a  
H?gado de  cerdo 
Kzgado de vaca 
Aorta bovina 
Aorta de cerdo 
Pancreas do ternera 
Hf3ado d e  rata 
Wkgado de rata 
WTgado de cerdo 
Itlgado de vaca 
Cerebro de rata 
Cerebro de  ternera 
Aorta bovina 
~Zorta de cerdo 
681ulas de aorta de ternera 
Biii6n de rata 
Par6tida de rata 
Sfielma de rat& 
liddula adrenal bovina 
Tiroides de cerdo 
Linfoci tos  humanos 
('+) Se uti1i.z; para su s5ntcsi.s e n z h a  de hIgado de rata 
(*) Cn estos cnsos e l  Ifpi20 ha sido identifitado con e l  compuesto quty 
f igura ent re  pargntesis , 
tin siatw-nra muy sstl;EAf d o  y per 3a Eantio urr buan at0da.h. 
El palisacdrslda (1. foma pmta d@ unie rteacrmnacula cpratpleja, 
rE. &ipopolis~cLr&de (WS), qua mfste rnacPadu9r a 38 pared da muchtxs 
Sabone l la  (145, 146) . 
i n  l a  Pigura 4 aparece representada esquein~ticcanente l a  mo- 
(man-ram-gal) - ~ i p ' l d o ~  
n 
c P o i i  sacaridoO+ &R egioh c e n t  r a l  --Lfpi doA-, 
Solo t ~ e  n&acisa@rl 3.a binnjlnta~fe dri l a  regifin easltzal g 491 
polifiacSrxltde 0 ,  ya qua Ia a f n e e s i ~  &el HpPdo d$ w n  ZXO eats ddilucida&a, 
L a  regiba ;icent;r^ al y e l  palisat6rida ( ~ ~ t g a  baja un control  
ganstaica indwepd.ir&nh;e (147) y tadns 2ss aswdias hc2%ssb~ que el  LP% 
se sintetirts  en Ta rnmbrms p l ~ ~ ~ t j i c n  <148). I 
Biasjtntesis de  l a  regi6n central.- La sfntesis de  l a  regi6n central 
sigue en c ier to  mods e l  esquema c lgs ico ,  es decir, 10s nuclebrido- 
aziicares adecuaclos ceden secuencialmente su resto g l i c o s i l o  a1 extrema 
no reductor de la cadena cseciente del polj.sac$rj.do (10, 149) .  Per0 pars 
que e s t o  ocurra es necesaria l a  presencia de un fosfol fpido,  l a  
fosfatidiletanolm,ina (150, 151) que f onnar l a  matriz adectlada 
para que interactiie e l  polisac6rido aceptor con l a  enzima, fonnando 
un complejo ternario capaz d e  reaccionar con a1 nuclebtido-azSear 
correspondiente. L a  fos f  atidiletanolarnina no participa directnmente en 
l a  reacci6n (149, 151-) . 
La secuencia de ~eacciorres de 13 Pigura 5 esquemetize este 
LPS + PE + Enz. =(LPS - PE - E m )  
( LPS-PE - Em)+ NDP-Az = P e  - (LPS-PE-Enz)+NDP 
Biosintesis_polisac~rido 0.- Muchos grupos de  inves t igadores  han 
---. - 
es tudiado  e l  pol i sac i i r ido  0 de  Salmonel la  desde un punro de  v i s t a  t a n t o  
qufidico como sc ro l6g ico  o b i o s i n t 6 t i c o  (145, 146). 
En salmonel la  anaturn, newington e i l l i n o i s  e s t o  ha s i d o  p a r t i -  
cularnlente es tudiado  por Robbins y co l .  (152-155). 
A1 a n a l i z a r  e l  po l i s acSr ido  0 d e  d ichas  cepas Robbins y c o l  
v i e r o n  que e"s ta  e r a  una mole'cula compleja forrnada por v a r i o s  azccares .  
Observaron t m b i g n  que a pesa r  de  l a  c m p l e j  idad  mencionada,los 
a d c a r e s  no e s t aban  u~iir los  a 1  aza r  s i n o  de una forma bien determinada, 
y que un grupo de  aziicares s e  r e p e t f a  a l o  l a r g o  de  l a  e s t r u c t u r a ;  
e s t o  h i z o  pos ib l e  l a  in t roducc i6n  de  un nuevo concepto en pol i sac i i r idos :  
e l  de unidad r e p e t i t i v a .  En l a  Figura 6 aparece l a  unidad r e p e t i t i v a  
d e l  po l i sacf i r ido  0 en-salmonel la  newington. 
Pigura 6 :  Unidad r e p e t i t i v a  de l  po l i s aeSr ido  0 d e  S. newingtou (58).  
Uno de 10s s i s temas  donde se d e s c r i b i 6  por pr imera vcz l a  
presenc ia  d e  p r e n i l f o s f a t o s  fue  precisarnente en l a  b i o s z n t e s i s  d e l  
po l i s ac5 r ido  0 (20) .  
B%@a%~e;5&1 de2 pa~$gnc24~icIo B en; 4;. nek.iqcurt f20, 43)' 
Eat& proeeao fFi$ur;ict 7) pucde dfvividirscl  in 3 etapm [CZSS) : 
1) 8fntosj.a dda un prreni;f-PB-oligoa ac&rido (~ f~ ido-P~-gaS- ta fg - .m~nl ,  
a@ decir, t3e l a  unidad xerpetit!Lv&, 
2) ~ a l i ~ s r f z ~ t e i 6 n  de l a  u~13dnd rep~"t:fr&wa unida 1fpZdo. 
35 Transferand& del poXfsac8rido lornnwJs @@%re el lfpiPa a la rcgibri 
central d e l  15pupa2isaeSri-do- 
Merece destacarsa que en l a  reaccidn 1 e l  UDY-Go1 cede 
Gal-1-P y no G a l  a 1  prenil-P aceptor  formiindose e l  Prenil-PP-Gal y 
que e s t  a reaccio'n es reversible. 
Las rergccioxies 2 y 3 siyuen c l  esquma c l h i c o  y una vcz 
Tamada l a  unidad r e p e t i t i v a  e s t a  se polimeriza sobre e l  l fp ido  
dando origen a1 polisac2irido 0. L a  funcidn de  10s l fp idos  i n t e r -  
mediarios s e r f a  entonces no s o l o  adaptarse a un medio hidrofijbico 
s i n o  tambi6n f a c i l i t a r  e l m o n t a j e  de l a  unidad r e p e c i t i v a  como e tapa  
previa  a l a  polimerizacibn. 
Otra novedad del s is tema c o n s i s t i 6  en  que a d i f e r e n c i a  de 
l o  que sucede en la  s f n t e s i s  dc o t r o s  polisaci ir idos e l  crecimiento 
de l a  cadena es por e l  extrmo reductor  (156) t a l  cua l  se v e  esqumii t icg  
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es t r a n s f e r i d a  a una nueva unidad r e p e t i t i v a  a semejanza de l o  que 
sucede e n  l a  s f n t e s i s  de pol ipgpt idos  y Scidos grasos.  
La reacciijn 6 fu f  e s tud iada  especialmente en  l a  b i o s z n t e s i s  
de la murefna o pared c e l u l a r  (157). P a r t i c i p a  una f o s f a t a s a  que 
q u i t a  un f 6 s f o r o  a1 p r e n i l  d i f o s f a t o ,  l o  c u a l  le permite  a1 l s p i d o  
e n t r a r  nuevamente e n  e l  c i c l o .  Dicha enzima e s  especif icamente 
i n h i b i d a  por la  b a c i t r a c i n a  (158, 159).  
Se ha seiialado l a  p re senc ia  d e  una segunda f o s f a t a s a  que 
l l e v a  a1 pren i lmonofos fa to  a a l coho l  l i b r e  (160) y de  una quinasa 
que hace l a  reacci i jn  i nve r sa ,  es d e c i r ,  f osf o r i l a  e l  p reno l  (161) . 
Esquemas andlogos a 1  presentado han s i d o  d e s c r i t o s  pa ra  
l a  s z n t e s i s  d e l  polisacZirido 0 e n  Salmonella typhimurium (13, 15) ,  
d e l  pept idogl icano  o pared c e l u l a r  (12, 15, 21) ,  y d e  un po l i s acSr ido  
en  Aerobacter (26). 
Modif i c a c i 6 n  d e l  po l i s acSr ido  0.- En algunos s i s temas  formados por  
unidades r e p e t i t i v a s  tetrame'ricas,  e n  que uno de  10s aziicares f o m a  una 
ratua l a t e r a l ,  t a l e s  como las unidades que i r l te rv ienen  en  l a  s z n t e s i s  d e l  
po l i s ac5 r ido  0 en  Salmonella typhimurium (Figura 9) (15), o en l a  
s 4 n t e s i s  d e  un p o l i s a c s r i d o  capsular  en  Aerobacter (26) 
Pigura 9: Unidad r e p e t i t i v a  en  S . typhimurium (15) 
u~ida aP prewi.l. pi rnf" '@sfa t~ .  Un.& v-etz, pruducidzdi la p~X5gnerieaei6n el 
peliw;ac6riri-a T ~ m , s d &  Aaja de ser sust~ail%iO para la abecucssif. 
trans-ferasa (162). 
Existea s i n  mbarga o t r w  rsisteana8 en 1.5s: waIs~1 1.a rma 
glicasi%dics lcisreroX ab es cedida per EX m~X~G&ido-aSlib~ar sfnu pa- itn 
l fp ldo  mrsnafors%ak:o ~~.i;.ear (25, BE, 825. El cmn aejfir ~ s m d f ~ a d ~  y el
Revmanzrr ac$ aparace an greail fwfato, pero a, C?ff erencia 
da lo u%s2:0 Bb Sm cicloa Aios$nt&tic~6: de3. tttp rif~tscritc? para af. 
polisaei%rids 0, ol 1Ipido esrB unido n l  resko glieosi lo par un puente 
atonof a d  S s l  ITpida sastultb stz.r ttmbibn tmdacapronol, i d f s r f p -  
&~eejb2.e @an Ins riii%t~cJd~@ actuprles $a1 4.u.a part 3,cipa en Ia sfntesiw dc31 
psl%sac&rido 0. En la resctS8m 2 el acapwr wCs prababl~s serf@ UPT 
Funci6n de 10s " l fp idos  intermediarios" 
- --- 
Luego de haber v i s t o  en forma somera l a  s f n t e s i s  de 2 de 
l a s  3 pa r t e s  que cmponen e l  LPS se puede dec i r  que en ese caso l a  
na tura leza  o f rece  dos soluciones d i fe ren tes  a 1  problmla de, a p a r t i r  
de precursores hidrof f l i c o s ,  s i n t e t i z a r  una macromol~cula en un media 
l ipof  "rlico coino es l a  me~nbrana ce lu la r  . Bs tas dos soluciones son: 
a) EIediante urr fos fo l lp ido ,  l a  fosfa t id i le tanolamina ,  que ptovee 
e l  medio hidrofdbico necesario,  per0 no p a r t i c i p a  directamente 
en l a s  reacciones que dan or igen a l a  regidn c e n t r a l  de l a  
b )  Nediante e l  unclecaprenil f o s f a t o  que p a r t i c i p a  directamente en 
el c i c l o  b i o s i n t s t i c o  d e l  pol isacdr ido 0. 
L11 este f l t i m o  caso e x i s t e n  dos t ipos  de uni6n az6car- 
prenol  que parecen cumplir funciones d i fe ren tes .  S i  e l  puente 
es d i f o s f a t o ,  permite l a  formacidn de polfmero, S i  l a  uni611 es a 
travGs de un s o l o  f o s f a t o ,  s e  agregan a d c a r e s  a 1  oligdmero o poll- 
mero ya f onnado. 
En genera l  10s azGcares urlidos mediante e l  enlace  d i fosf  a t o  
dan or igen a l a  formacidn de l a  cadena p r i n c i p a l  de l a  macronol6cula 
como se v i 6  en l a  b ioszn tes i s  d e l  pol isacgr ido 0. 
Una excepcidn s e r f a  l a  s i n t e s i s  de un 6cido t e i co ico  en 
Laci l lus  l i c h e n i f o m i s  (Tabla 4) .  Ln este caso un l fp ido  unido a 1  
aziicar a t r avss  d e  un monofosfato da origen a 1  p o l h e r o .  Los Zcidos 
te icoicos  so11 macronolBculas asclciadas a l a  pared de algunas b a c t e r i a s  
G r a m  pos i t ivas .  Fueron d e s c r i t o s  por primera vez por Armstrong y 
c o l  (164) y 10s rnss comunes son derivados d e l  p o l i ( g l i c e r o 1  
f o s f a t o )  y p o l i ( r i b i t o 1  f o s f a t o ) .  E l  grupo de Baddiley desc r ib ib  l a  
exis t e n c i a  de intermedi a r i o s  l i p ? d i c o s  en  l a  b i o s f n t e s i s  de algunos 
de e l l o s  , ( ~ a b l a  4).  Pero por o t r a  par  te Glaser  y c o l  (165) no 
hail er lco~l t rado pruebas cle que en l a  s r 'n tes ia  cle 10s jciclos 
t e i c o i c o s  que han e s tud i ado  p a r t i c i p e n  IZpiclos preni;licos. En c m h i o  
flan propuesto un nuevo t i p o  d e  i n t e rmed ia r io :  e l  5c ido  l i p o t e i c o i c o  (166) 
cuya p a r t e  ! l i d r o f l l i c a  es p o l i ( g l i c e r o 1  fos f  a t o )  y l a  hiclrofijbica ests 
const i tul 'da  por hexosas e s t e r i f i c a d a s  con 5cidos g ra sos  (167). 
Ot ra  probable  excepciSn l a  cons t i t uye  e l  s i s t a 3 a  d e  bioszn- 
tesis d e l  Gcido co lm?n ico  (27) e n  donde un l f p i d o ~ . o n o f o s ~ a t o - o l i e o s a -  
cdriclo d a r h  o r igen  a l a  cadena p r i n c i p a l ,  pero en e s t e  caso pa e l  
nucleijtido-azu'car dador es un monofosfato,  e l  CMP-sia'l.ico. 
En e u c a r i o t e s  tambie'n se ha demostrado en v a r i o s  casos l a  
f o m a c i 6 n  de  un o l i g a s a c ~ r i d o  unido a un l z p i d o  a t raves d e  un d i fos -  
f a t o  (17, 19) .  Pero  a  d i f e r e n c i a  d e  10s p r o c a r i o t e s  e l  o l i po  se  trans- 
f i e r e  a  una p r o t e i n a  y no a un po l i s acSr ido  (18, 19, 102).  
1,os prenilmonofosfato-azu'cares parecen clesempefiar funciones 
a lgo  J i f e r e n t e s  de 10s d i f o s f o r i l a d o s .  S e  unen so l anen te  a  un 
azGcar y no forman un o l igosac5 r ido  (con l a  excepci6n ya mencionada d e l  
bcido c o l o r ~ l n i c o )  . En p r o c a r i o t e s  p a r t i c i p a n  en  l a  modif icaci i in  cie 
l a  cadena p r i n c i p a l  adicionando azdcares  a unn cadena ya f o r r ~ a d a  
so'ure un I f p i d o  d i f o s f a t o  (25, 61, 62, 168) .  En e u c a r i o t e s  p a r t i c i p a n  
en e l  a ~ r e g a d o  secuenc i a l  de azGcares, t a l e s  cam0 manosn o g lucosa  a 
una cadena d e  o l igosach r idos  f o m a d a  sobre e l  d o l i q u i l  d i f o s f a t o .  
El. r e q u e r i ~ i e n t o  d e  un s u s t r a t o  l i p o f ? l i c o  es ev iden te  en l a  
manos i lacio 'n  de  utr y,l.icope'p t i d o  ob t e n i d o  de t i r og l l l bu l ina  d e  t e rne rn  : 
i n  v i t r o  s e  l og ra  incorporac idn  d i r e c t a  d e  manosa, a p n r t i r  de 
DolTF-Man, unicanente s i  e l  g l i copdp t ido  ha  sido d i n i t r o f e n i l a d o  
previamer~te (169). Pero en  o t r o  caso e l  DolMP-Man cede directamente 
l a  primer manosa a 1  amino6cido s e r i n ~  ( o  t reonina)  de una 
gl icoproteTna d e  levadura (170, 171) . 
Si s e  p iensa  en l a  analogfa seiialada a1 comienzo e n t r e  - 
l lpido-azccares  y nucle6tido-azGcares es de i n t e r &  seEal ar que mient ras  
10s l fpido--difosfato-ol igosacbridos conocidos poseen funciones de 
i n t e n e d i s r i o s  (15-17, 39) no sucede l o  mismo con 10s nucle6tido-oligo-- 
sacBridos d e s c r i t o s  (1.72) . I,a s 4 n t e s i s  d e  un 'VIIP-polisncbrido en  
Tradescant ia  t a l  vez s e a  una excepci6n (1-73). 
Vitaminas A y I< 
AdernSs d e  10s po l ip reno le s  mencionados a n t e r i  ormente e x i s  t e  
o t r o  der ivado  d e l  i sopreno  a 1  c u a l  se l e  han asignado funciones de i n -  
te rmediar io  e n  mardkferos (Tabla 4) . Dicho compues t o  e s  e l  r c t i n o l  o 
v i t m ~ i n a  A cuys fOIrmula aparece en l a  Figura 10. 
F igura  10: F6n:lula d e l  - r e t i n o l  
Cmo se ve en l a  Figura 10 a d i f e r e n c i a  d e  10s ~ r e n o l e s  
menciorlados an te s  6 s t e  posee un c i c l o  en  e l  extremo d e  ln cadena. 
E s t e  t i p 0  de compuesros ha  s i d o  p a r t i c u l a n e n t e  es tudiado  
pox 10s srupos  d e  :,Jolf (121-123) y Pe terson  (126, 127) .  Piensan que 
e l  retinil-nonofosfato-azGcar puede s e r  importante  en l a  g l i c o s i l a c i 6 n  
de algunas proteTnas, aunque e s t o  Gltimo no ha  s i d o  c l a r m e n t e  
demos t r ado  . 
Como en  e l  higado se forms sir1ulatgnea.mente r e t i n i . 1  y 
doliquil-nonofosfato-manosa (34, l l n )  s e rZ  de rucho i n t e r& determinar  - 
s i  l a s  p r o t e l n a s  que g l i c o s i l a n  son i g u a l e s  o d i f e r e n t e s .  
Finalmente debe sesalarse que s e  han d e s c r i t o  dos 1.l"pido- 
f osfato-azGcares,  cuya porc i6n  l ip ld ica  es l a  vitaulina 1: (134) .  

NUMERO DE FRACCION 
Fisura  11: Cromatografia en DM-celulosa  d e l  ex t rac t0  butancilico 
obtenido a ~ a l i r  de UDP-Glu dob lwen te  marcado con (e) ( 1 4 ~ )  glucosa~ 
- 
y ( 0 ) T e n  e l  f o s f a t o  vecino (68). 
E l m a r e r i a l ,  provcniente de una incubacidn con UDP-Glu 
doblemente marcado en 1% y 3 2 ~  s e  anal iz6  par  cromato$raf$e en 
DL&-celulosa usando como eluyente un gradienre  l i n e a l  de ace ta to  de 
monio  (Materiales y Mgtodos). E l  p e r f i l  o b t e d d o  (Figura 11) 
r eve l6  l a  ex i s t enc ia  de  3 compuestas dos de  10s cuales poseian doble 
marca (68) .  E l  a n s l i s i s  de e s t o s  compuestos r eve l6  para  e l l o s  las 
s igu ie~ l t t l s  es t ruc tu ras  ( 6 8 )  : 
Se d m o s t r 6  tambign que e l  Lfpido-P-Gal y e l  Llpido-PP-Glu 
s e  s i n t e t i z a n  de  l a  s i g u i e n t e  manera: 
LZpido-P-Gal + UD? 
Ll'pido-PP-Glu + UMP 
La p re senc ia  d e  UDP-Gal se j u s  t i f i c 6  suponiendo l a  e x i s  t e n c i a  
de UDY-Gal 4 epimerasa e n  e l  preparado enzimgtico usado. 
La s f n t e s i s  d e l  LTpido-PP-Cel no e s t d  aun def in i t ivamente  
d i luc idada  y a  que e x i s t e n  doa caminos pos ib l e s  aunque e l  de l a  
reacc i6n  2) parece m& probable (73) : 
Se debe seiialar que por l o  menos e l  Ll'pido-PP-Glu (y  
posiblemente e l  Lspido-PP-Cel) es un in t e rmed ia r io  en l a  s i n t e s i s  d e l  
glucano que, como se i n d i c d  an ter iormente ,  se f o m a  a 1  incubar  e l  
preparado de  Acetobacter xylinum con UDP-Glu (73) .  La func i6n  que 
cumple e l  Ll'pido-P-Gal no ha s i d o  aGn e s t a b l e c i d a .  
De todos e s t o s  compues t o s  l a  Gnica porc i6n  que permanecl'a 
s i n  d i l u c i d a r  e r a  l a  correspondiente  a1 l f p i d o .  Determinar s u  
c s t r u c t u r a  fue' e l  primer o b j e t i v o  d e l  p re sen te  t r aba jo .  En o t r o s  s i s temas  
.- 
bac te r i anos  e l  l l p i d o  ha  r e s u l t a d o  ser e l  undecaprenol ( ~ a b l a  3 ) .  
?or e l l o  se pens6 que probablemente en e s t e  caso suce(!iera 10 rl:is:no. 
E x i ~ t z a n  3 caninos p o s i b l e s  p a r a  encarar  e l  problema: 
1) TJt i l izar  un probehle  anglogo. 
2) Aislar e l  l ?p ido  end6geno. 
3) Cstudiar  l a  b i o s h t e s i s  d e l  l i p i d o  endijgeno a p a r t i r  de un 
precursor  radioactive . 
La t e r c e r a  vZa se desech6 ya que presen taba  e l  problema 
Jc l a  isipermeabiliclad de1  Ace tobac t e r  xy linum a 1  p recu r so r  m a ' s  
espec<f ieo :  gcido meval6nico (K.C.  Garcfa observaciones no publ icadas) .  
Se op t 6  entonces por conlenzar a i s l a n d o  un s i ~ n i l  d e  p l a n t a s ,  
1 
e l  f i c a p r e n o l ,  que d i f i e r e  d e l  undecaprenol en que posee 3 dobles  
l i gadu ra s  t r a n s  en  l uga r  de 2 (Tabla 3 ) .  E l  f i c a p r e n o l  se f o s f o x i l 5  
q ~ ~ l r x i c m e n t e  y ae  i n t e n t 6  u sa r  como s u s t r a t o  pa ra  v e r  si es t imulaba  
l a  s z n t e s i s  de alguno de 10s cmpues  t o s  I f  pos o lub l e s  seiialados . 
E s t e  e s t u d i o  se complet6 u t i l i z a n d o  o t r o s  probables  aceptores  t a l e s  
conlo e l  dolicol-monofosfato e i n c l u s i v e  se t r a t 6  de a i s l a r  e l  aceptor  
end6geno d e  e x t r a c t o s  l i p ~ d i c o s  de  Acetobacter xy linum. 
- - En segundo tgrmino se - i n v e s t i g 6  l a  p r e senc i a  d e  o t r a s  enz inas  -
vinculadas  a es t o s  compues t o s  . 
- - Finalmente se estudi.6 l a  p r e senc i a  d e  aceptores  l i p f d i c o s  en 
p l a n t a s .  
12trdi.0 d e  cul t ivo .  corldiciones de c r c c i ~ n i e n t o  v 
obtencidn d e  -- c5 lu l a s  d e  Acetobacter  -- xy1inwn 
Xl medio d e  c u l t i v o  fub e l  de l!estriiit, y c o l  (177) qt.e 
mri t iene  : 
Glucosa 
Pep rona  if co u oCEFA) 
1:z:tracto de levadura 
(Diico o Yens t Product Inc , )  
Fosfato d is8dico  anhidro  
Acido c z t r i c o  con 1 mol de agua 
Condiciones de crecimient0.- S e  u t i l i z d  l a  cepa de Acetobacter  
xylinum 1JRRL I342 c u l t i v a d a  e n  forma e s t h t i c a  a 30°C durante  46 
lioras e n  f r a s c o s  d e  Row de 1 l i t r o  que contenfan 200 nl de  medio. 
Las s i m b r a s  s e  h i c i e r o n  con 20 r n l  d e l  ll 'quido in f r anadan te  de nn 
c u l t i v o  d e  48 horas.  511 e s t a s  condiciones se Eorma sob re  ei 
medio de c u l t i v o  una p e l f c u l a  que cons i s r e  priucipalmellte en 
ce lu losa  y que cont iene  e n  s u  i n t e r i o r  a l a  aayorfa de las cg lu l a s ,  
110 obs tan te ,  e l  l fqu ido  in f r anadan te  cont iene  tambidn cQlu la s  y se 
l o  puede u s a r  couo c u l t i v o  i n i c i a d o r .  
L a  cepa de Acetobacter xylinum ECID 9747, una mutante  que 
no produce ce lu losa ,  s e  c u l t i v d  en e l  mismo neclio y a l a  m i s m a  
t rmperatura per0  con a i t a c i 6 n  (200 :WX) cn erleruneyers de h a s t a  
2 l i t r o s  ocupados en  1/5 d e  s u  capacidad. Cl i  e s t a s  condiciones e l  
tric&eron r~3fqnew c a b  2 6 3 weam, 
Z~ks~r i~sg  ga ca l  CV7) Ugerwieutg di"zpkifi~8d.rt. T o d a  fas qeza-  
ci~nes &-e: rwlf zaroa a 6~;iperrrtuxm tza myores dc 4 ' ~ ,  
b 
ma la ayutla ua uxm vari'iPa de vidrica ee redrsron l ~ 0  
p e l ; Z d a %  de 20s Erasci3tii &c b u x  y g e  liavarn@x% or1 $itupas de 4 cun 
h canSinuasiZSr; sc filclco" a travbs Je tcra para guesos 2ara 
guikax I@ celuXasa, p &I Eilrtado,  qus matenfa P a s  ciilulzns, sa 
eener%fugo" a GIGQ x g (600f) S f 0  15 mr-ks~uto~. I.; s~bzenadaate 
abcenido se us6 caua fuez:.fa da pofisaeSui4os (Bceptores 3e t,akacto$a). 
r ; l  pmcipfta* 28 ~ e s u ~ p e r ~ d i 6  en el wra's;imo de buffer cie lavada 
y c&~trifl;tg6 s 11Q;liQ A g llSZUOU Ld?i!) 5 mieimtos, Lsra operaeiiit3 
da Pavwaa y c1a t r i fwg~~i6~4  eu repkciS otra ulez. Las c&Tula~ sle 
euaeLb0vi;osraa a, -2Q8C cl s-~t proeszs&roa cma sc se6sPa en: f?+eparaci6rn de  
~ ~ L ~ z & w s ,  
Las b a c t e r i a s  de l a  cepa 8747, que con0 se i nd ic6  no 
producen ce lu losa ,  se  cosecharon centrifugando a 8340 x g 
(7000 Wi4) 15 ininutos y Suego se lavaron con e l  buffer  de lbvado 
en l a  misma forma seiialada para e l  caso de l a  cepa B42. 
PreparaciSn de enzimas de Ace tobacter  xy linum 
Se u t i l i z a r o n  va r ios  preparados enzimiiticos: 
a) CBlulas t r a t a d a s  con EDTA (68) .- Las b a c t e r i a s  
lavadas se resuspendieron en buf fe r  0.01M EDTA-Tris pI1 8.0 en 
una proporci611 de 2.5 m l  de buf fe r  por l i t r o  de medio de c u l t i v o  
y luego s e  congelaron. Cuando fu6 necesario u s a r l a s  (en 
ocasiones despugs d e  un aiio) s e  descongelaron y volvieron a 
lavar  4 veces con 2 v o l h e n e s  de buffer  EDTA-Tris pH 8.0. Luego 
se resuspendieron en 1 volumen delmismo buffer  y se volvieron a 
congelar.  Este preparado enzim5tico conserva s u  ac t iv idad por 
v a r i o s  meses . 
b) CQlulas toluenizadas (178) . - Se u t i l i z a r o n  cglulas  
t r a t adas  con CDTA, a l a s  que momcntos antks de s u  uso se agregd 
tolueno a1 1% (cox~centracibn f i n a l ) .  Se l a s  rilantuvo 15 minutos 
a 0°C agitclndo en vor tex  cada 3-4 minutos. 
c) CSlulas t r a t adas  con 1isozima.- Se s i g u i d  e l  metodo 
de  Cos t e r t o n  y c o l  (179). 
d) Par t iculados  obtenidos en celda de French.- Se sus- 
pendieron 0.6 gramos de cglulas  en buf fe r  0.0711 Tr i s - i iC1  ph 8.2 y 
sc pasaron 2 veces por l a  ce lda  de French a una pres i6n pramedio 
de  10 p s i .  E l  m a t e r i a l  se cent r i fugd a 480 x g y .lue&o e l  
sobrenadante s e  volvib  a cent r i fugar  a 18.000 x g ,  Tanto e l  
precipi tado de 480 x g como e l  de 18.000 s g se suspendieron en 
buffer  0.0711 Tris-ilC1 pi: 8.2. Se usizron ambas f racciones 
p 1. ('48 y 18 
e )  Par t iculados  obtenidos con e l  desintegrador de 
Nussa1.- Norialmente se us6 l a  s iyu ien te  proporcidn de sus tancias:  
0.5 gramos de c6lulas  hijrnedas 
2.5 gramos cle b a l l o t i n i  (5 micrones) . 
5.0 m l  de buf fe r  0.0714 Tris-HC1 pii 8.2. 
La  operaci6n se r e a l i z d  a -10°C en un tiempo t o t a l  de 
4.5 mirlutos divididos en 3 periodos iguales  de 1.5 minutos, con 
in te rva los  de 1 minuto. E l  mater ia l  r e s u l t a n t e  se centrifugd a 
480 x 2 durante 5 mirkutos para e l h i n a r  10s b a l l o t i n i  y cglulas  
sill romper. 
li1 sobrenadante de 480 x g se c e n t r i f t g 6  a 30.000 x g 
45 ~ i i n u t o s  obteniendose un precipi tado que s e  resuspendib en 
0.6 m l  de buffer  0.0711 Tris-KC1 pH 8.2, y un sobrenadante que se 
us5 t a l  c~ial .  riesumiendo e s  te t tatmniento proclujo 3 f racciones 
ce lu la res  : 
- Sobrenadarkte de 480 x g (s48> 
- Precipi tado de 3U.000 x g (P3 li) 
- Sobreizada~lte d e  30.000 x g (s3 o> 
f )  Par t iculados  extrafdos con so1ventes.- Se s i g u i b  e l  
~1~6todo de Troy y c o l  (26) y se usaron para e l l o  0.050-0.100 gramos 
dc  eilziaa P 30' I:1 mstodo de extraccio'n c o n s i s t i 6  basicamente en 
qui tar 3.0% LEpidas c o r i  aftztlom )t hutanal y lu8ga lzvar 18s c8lulse 
can aratuna y f t er  ~ g f f i c o ,  t~?zIj.@m;db cu%dads de? realiz-ar hadas ezr- 
tas aperaciaacs a -LQ"@. Fiualmenta el pracipitarlto ss resuspendi6 
Brepracidn de Lnzitna de Arv* 
- .- -- p-.
Se cu l t iva ron  arvejas, P i s u m  sativum variedad cuarentorla 
enana, sobre papel de f i l t r o  hihedo, durante 5-7 dfas a tempe1:atura 
aubiente en la oscuridad. Se cortaron 10s tallos y hmogeneizaron 
1 minuto en (hntlimixex (~orvall) en buffer 0.W Tris-rlC1 pH 7.4, 
0, U2M P- miereaptsebnsf y 0,25E !",sscarer%a, Es tit y Zas bperariones 
siguiornttes se rkdi$aren a twiperaturas no mayares do 4 ° C .  El 
hawg&neizdo ae fj.Xtpb por' tala pm& ~ U U B Q S  y %I Eiltrada uesultmte 
se ~erztrifug6 a XQW ;r g 19 ainutos descarta"ndose 'k31 preeipitado, 
E2 wlrtenadaure se ce~lrifu~6 a 2.C),QG40 a & durante GO miz~ta~as y e l  
praeipitada abtePids s% rcswpndi8 an el m i s m o  buffer-; cons ti tug6 
el a i ~ t q a a  enzlim&gfco us-ado (enz;in~a d4 aveja) ,  
a) CUR ~*122&.31 x y E i n ~ r  Eas inettba- 
-v 
baciuzitzs; urz rrisli~ase~rt z~amnhenw D 3 3 " ~  durante 30 mi~mtnss. Eat 
dtepe3.a dg iacuhacUa tip% cc311ten$ar 
r~uffcr fl,Bt"F Tris-PIC1 pIi 8.2 
~ * - ( i ~ ~ b ~ l a b ~  n E , W - [ ~ ~ C ) G ~ ~  
0,6trmala?~l 
LLCFA Cr.2um0xes 
tnediiaa cantidad iPsdicada en cada caso 
tT v~lirfiacla fbal.  se a j u s r b  a 0,87 a1 can q u a .  
Cuando s e  usaron lCpidos exggenos, e s t o s  se l levaron 
a seco b a j ~  N2 en  e l  rub0 de inruoaci6n; luego d e  agregarles 
Tr i ton  X-100 (0.67i de concetleracidn f i n a l  en l a  mezcla t ipo)  'jt 
uuffer  , se agi taron v i g o r o s m ~ e ~ l t e  en vortex para resuspenderlos 
Lien. RcciEzl entonces se completd l a  mezcla de iilcubaciiin. 
Las reacciones se f ina l i za ron  acadiendo 0.1 &l de I~utanol .  
La incorparacian d e  marca a m a t e r i a l  so lub le  en  solventes  
orgSnicos se d e t e n i n 6  extrayeisdo l a  mezcla 3 veces con 0.1  m l  de 
butanol,  luego e s t o s  ex t rac tos  combinados se lavaron 3 veces con 
0 . 1  ml de agua ( 6 % ) .  Finalmente se tomaron a l fcuo tas  da l a s  
f racc iones  butan6lica y acuosa para d e t e m i n a r  l a  radioact iv idad.  
Rutaniariamente e l  m a t e r i a l  so lub le  en butanol  se c rma-  
I 
tograf ib  en pape l  en 10s solventes  6 y F. L1 solvente  F permite 
d i s t i n g u i s  Ifpido-f osf ato-azu'cares, que migran cerca  d e l  f rente de: 
i~unclebtido-azGcares , hexosas y sus  6s teres f os f6 r i cos  de movilidad 
netror, que podrf all cont e n a r  e l  ext rac to .  
L1 solvente  E, en cambio, d i s t ingue  e n t r e   pid do-P-Gal, 
Lfpido-FP-Glu y ~ipido-PP-Celobiosa, E l  Lfpido-P-Gal, migra cerca  
de1 f r e n t e  d e l  so lven te  (Kge0.9) ( 6 8 ) ,  e l  LEpido-PF-Glu y e l  
~ f ~ i d o - ~ ~ - ~ e l ,  se descomponen produciendo 10s Gsteres c f c l i c o s  de 
10s correspoudientes azGcares , de movilidades caractergs ticas : 
itf-0.57 para c l  hsrer provanieittc Jel LZpide-PP-Glu g 
~~*0.43 para el Lster prwenienre deA Ifpido-PP-Csl (18). 
La iucorpraei&n dei radics&ctividac2 a po98sacikido stj 
dcraminb txami~do a1 1~aterial i ~ ; ~ s ~ l a b U  en bfutmxol 3 veces w n  
3,050 wL de una soluci6fl ag"u&aet;aml 5:T, &1 precipitado sa 
da~carr& y el sabrenadanra Se crmifto(;;rafib en ef solvente G para 
separar ~t l~tan~?Las  (it?. altu peso mctLeculat*, que quedan @n el origen 
riel cr-togrm, dek e a e s o  de austrctts rsdioactivo, de 
~mvi l idad  aaysr. La zaaa dal  origon de cada una de 10s cramatogrmas 
InevBacidn-a cfetermiaar acai~idad d? pzenal quinwa. - Se llev6 
- , ., 
.a a b o  en do@ et&p&s, Se urikizB 3,rm ritezcla de incubsci&2 tigo, en 
l a  rlue el aueZ~btido-a~Gcar fu& reapheado por kG2p,  COD el 
agreeado o na de f icsprsnol y Trf can X-1CIO (0.1X da cencentraci6n 
f f m ~ ) ,  &k+ incab6 g r i m r o  15 &nutos c? 3Q0C y luego p;a ~ & a d i 6  unr 
i % ~ s o  Be ~ ~ ~ - G & S  ars rsldduactiv~ ~mt?in~e~~Itd@@@ l a  incubad811 por 
eapatria da 40 nf nurca; ass. 
U s  re~eciane;s tmbSn oa f iaal izaroa aiiadiendx, Q. lOQ wl 
da butanol procediendose lueyo en la forma indicada. 
C1 detergente aiiadido para solubi l izar  a1 f i caprenol 
result6 un buen inhibidor de las ATP-asas ?resentea en la preparacidn 
enzimbtica, de tal forna que duranta la prinera incubacidrr se 
dcijradb mcrlos dc un 25% d e l   AT^%', a juzgar por su adsorcidn sobre 
carb6n activado. 
b) Con euzisna de arvejas.- Las incubaciones se efec- 
tuaron a 2 0 ' ~  durante 30 minutos. La  mezcla contenfa: 
(3 -Iler captoctanol  0.5 umoles 
h f f e r  0. I l l  Tris-liC1 pH 7.4 2.5 umoles 
XgCl, 0.2 umoles 
u @ - ( ~ ~ c ) G ~ u  0.8-1.0 m o l e s  
;nziun 100-300 ug p ro te lna  
E l  volumen f i n a l  se a j u s t 6  a 0.050 mL con agua, 
Cuando se us6 un aceptor l i p l d i c o  exGgeno se ~ r o c e d i d  
como en e l  sisrema de Acetobacter x y l i n m ,  aiiadiendo Tr i ton  X-100 
(0.5X d e  concer~traci6n f i n a l )  a l a  mezela de  incubaci6n. 
La reaeci6n se detuvo eon butanol  y se procedid en la  fonua 
ya indicada,  
Esta preparacidn incorpora glucosa a l fp idos  neutros 
adem& de a 10s polares  y por l o  t an to  se debieron separar  ambos. 
Se  us6 cronlatograf fa en papel de r2l;,G-celulosa (Whatman DL-20) con 
butanol saturado en agua coma solvente. Con este s i s t m a  10s 
l ip idos  polares  cargados nebativauente quedan en e l  origen,  u i e o t r a s  
que 10s l fp idos  neutros o eargados positivamente n igran con e l  
f r e n t e  d e l  solvente.  Luego de ubicar  l a  radioactividad en un 
radiocron1at6erafo, s e  cortaron e l  origen y e l  f r e n t e  de cads corr ida  
y se alidi.6 s u  radioactividad.  
En ot ros  casos 10s l'ipidos ileutros se scpararon de 10s 
cargados por cror i tograf  fa en colmnas  de 1)lSALi-celulosa chicas.  
Tra tan ie i~ tos  degradativos -
a) A l a s  muestras l levadas  a seco bajo  N2, s e  l e s  
agregB ilcl O.OU1, se agitaroiz y calentaron a 100°C 10 minutos. 
~1 l:Cl se eliiainb evaporando a sequedad 3 veces aiiadiendo 0.05U ml 
de agua cada vez. 
b) A las rauestras, en butenol, se les agreg6 un 
voluruen de metanol, cuatro vol6menes de agua y gcido h w t a  una 
concentraci6n f i n a l  de 0.0lM. Se  obtuvo asf una sola f ase. Este  
procediuiento e v i t a  l a  xuptura que experillenran algunos cmpuestos 
cuando se 10s l leva a seco (68). Luego se calcnt6  a 100°C, 10 
minutos, s e  e n f r i 6  y aiiadib butanol  para separa r  l a s  faies orgdnica 
y acuosa. El buranol se lavd dos vecea con agua, y e s t e  lavado 
se  unid a l a  Ease acuosa. Finalmente se contaron alEcuotas de 
wbas fascs .  
Q t r a s  candiciones de h i d r 6 l i s i s  Qcida sobre d i s t i u t o s  
compurstos s e  iildican en eada caso. 
t i id r6 l i s i s  de polisac&ldos .- Se  u t i l i zo '  e l  m&todo de 
Davis011 (180) para h i d r o l i z a r  pol isac6r ido~s  capsulares . A la mues tra 
se a g r e ~ b  r e s i n a  Dowex 50 X b (ti') en p resenc i s  de L C 1  Q .  Ui y se 
calent8  a l G O ° C  3e 24 a 72 horas, e n  tubos cerrados a l a  Ifma. La 
r e s i n a  se separd luega por cenfr i fugacidn y ei sobrenadante se 
l l e v 6  a seco v a r i a s  veces tontando con agua para eliruinar e l  exceso 
de 1iCi .  
.u ~ a p a ~ i b a d  aeeptare), s ~ l  ~ i d A b  ~ X S  la fast% doraf 6mic8.  
t33Pdkss:ciB~ c s t a l f t i c a ,  - Se hizo oa 1;) foma dwcrita por 
k'r&ghtr y cox (90) a m  l&artace; prl.sdlfjlcacltonw. 61 PC aca p r e p a d  o 
mwP;tr;r 42s.tteEta an butanal se ailrrdilli s o t r e  el P t ,  sa 
ag i t6  pare rwuspendarlr, y sa btrrbujd iG2 pwr earpereio de 4 horas cgn 
i n ~ n a i d a i d  suficiante: para n;lawteslier e l  P t  en suspflasfbn, 5& 
csntrifug6,  qui t6  e l  butanol y e l  P t  s e  lav6 sucesivaulente con butanol 
y con agua. Las fracciones butanglicas se conbinaron y lavaron con 
agua y todas l a s  fases  acuosas s e  reunieron. 
Finalmente se contaron a l fcuotas  de  anbas fases .  
Tratamienro con ferw1,- ds te  t r a t m i e n t o  g e  efectu6 t a l  cao 
- 
l o  clescriben Garcfa y co l  (68). bn general l a s  inuestras se l levaron 
a seco, s e  l e s  agreg6 0.160 m l  de f enol a 1  50% y se t r a ta rou  a 68-70°C 
tlurarlte 10s tien~pos ilidicados en cada caso. Se enfr iaron y centri-  
fugaron para separar las f ases acuosa y f en6lica. La f ase fen6l ica  
se lav& 3 vrces con 0.060 m l  de agua. Es tos lavados acuosos se corn- 
t i i ~ a r o ~ i  con l a  fase  acuosa y se l avaro~l  3 veces con 6 t e r  e t l l i c o  para 
para  e l i u i n a r  e l  fenol .  La f a s e  fen6 l i ca  se l l ev6  a seco agre- 
gando Bter e r f l i c o  v a r i a s  veces y evaporando con c o r r i e n t e  de ti2 
cada vez. Se contaroil a l f cuo tas  de ambas fases. 
Fosf a t a s a  t i lcal ina (P . c o l i  de Signs) .- L a s  incubaciones 
se nic ieron en buffer  0 . m  Tris-WC1 pH 8,2, a 30°C durante 60 
minutos . 
La uezcla  de incubaciSn se sameti6 direcramente a elec- 
t r o f o r e s i s  (en aceta to  de p i r i d i n i o  pH 6.5). 
Of -amilasa,- Se obtuvo una preparaci6n cruda de 
d -amilasa s a l i v a r  ( p r h e r  solrenadante) en l a  forma d e s c r i t a  por 
Bernf e l d  (182) . Se incubd con buffer  lJ1 Tris-kiC1 pW 7.8 en 
a m b s f e r a  de tolueno a 37OC durante 20 horas (183). La reaccidn se 
detuvo con 2 volihenes de e tano l  y l a  mezcla se cramatografid d i rec-  
tanlente en papel  con e l  solvente  H. 
p -f osf ogluccwutnsa .- (Parcialmtntr  pur i  f i cada  de Euglena 
g r a c i l i s  y cedida gentilinonte par el  D r .  L. 1iarLcila1). Las incuba- 
ciones s e  efectuaron a 37OC durante 60 rninutas en la forma d e s c r i t a  
por Belocopitow y c o l  (184). La mezcla de  incubaci6n contenia: 
buffer  0.0414 H d E S  pIi 7.0, 0,005M NgC12, 0.0008M EDTA, 0. Dl arsen ia to  
de sodio pI1 7.0, d.010 ml. de enzi~na y 10s s u s t r a t o s  radioactivos o 
no. 'La reacciiin se detuvo ahadiendo 0.020 m l  de iiCl 1M y calentando 
a 10o°C 10 r ~ i n u t o s .  L1 hidrolizado r e s u l t a n t e  se ana l i z6  directamente 
por e l e c t r o f o r e s i s  en aceta to  de p i r i d i n i o  para  separar  glucosa de 
~lucosa-4-fosfa to .  
a) DUAL-celulosa ( t i p o  SS p. A& Serva) para soluciones 
l ipofi i1icas.-  Se s ibu ie ron  dos tgcnicas parecidas. cn un caso se 
usarou coluninas ue 1.2 x 6U an, r e f r i ~ e r a d a s  y se s igu id  e l  agtodo 
de Qouser y c o l  (185), nodificado por Dankert y c o l  (58). La 
eluci6rin se hi20 con un gradiente  l i n e a l  (400 ml) de  ace ta to  de amonio 
de i) a U.4M en riretunol 9%. 
3 m l .  
Las f racc iones  colbctadas fueron de 
LLI e l  o t r o  casa se usaron colunnas chicas (0.8 x 31  a), no 
r e f r ige radas ,  lw que se lavaron con 1 2  m l  de metarlo1 99%. Luego 
sl: eluyeron en forma discoutinua usairdo corrcentraciones c r e c i e ~ r t e s  de 
ace ta to  de auonio en iiletanol 99%: 0.1M (12 m l ) ,  0.211 (12 nl) y 
0.4M (36 ml). Se colectaron f racc iones  de  3 ml. 
b) DZAE-celulosa para soluciones acuosas . -- Er; e s t e  caso 
l a  Dl%& t r a t a d a  con %do, Slcali y lavada se resuspendid directaiiente 
en Zcido acEtico U i  y s a  f i l t r o '  y lav6 para q u i t a r  el exceso de 
Scido. 
La colunna ds 1.2 x 60 an, se us6 sin refr igeraci i jn.  Se 
eluy6 con un grad ien te  l i n e a l  (800 ml) de 0 a I31 dc ace ta to  de amonio 
en agua y se colectaron f racc iones  de 6 ml, 
Se usarou pl-acas de v i d r i o  de 5 x 20 y de 12 x 20 em. S e  
lavaron de j iSndolas uxla noctle cou mezcla s u l f  o c r b i c a  o de tergente  y , 
1ue;;o de enjuarjarlas con bas tan te  agua csnliin y agua d e s t i l a d a  se 
Becaron en e s t u f a  a l l O ° C  y se dejaron e n f r i a r .  Sa prepare" una 
rnezcla de agua-sflica Gel G ( ~ s r c k  t i p o  60) 2: 1 (v/p) , la qus 
inmedia taen te  despubs tie nmoi;eneizada se extendio" sobre l a s  placas 
con un extensor Desaga a velocidad constante y con un grosor de 
750 u. Luego de aproxinladamente 1 hora se  activaron a 110°C 
durante 90 minutos. Se conservaron en desecador. 
Ocasionahente  se u t i l i z a r o n  tambidn placas Eastzan 
(SZlica Gel G Eastman chromatogram shee t  6061) cortadas en tiras de 
2 x 14.5 m. 
Solventes usados: 
A: Eter  i sopropf l i co -6 te r  de petrdleo  (BE 30-65) 1:4  (v/v) (45) 
L\: 1 X  Hetanol en  beneeno (v/v) ( 4 5 )  
C: Disobutilcetona-5cido acstico-agua 20:15:2 (v/v) (186) 
D: Isopropanol-a~nonfaco-agua 6:3:1 (v/v) (187) 
Para cromatograffa en f a s e  i n v e r t i d a  s e  procedi6 en forma 
angloga pero se u t i l i z d  s f l i c a  G e l  W (Plerck) y e l  espesor f u s  de 200 u. 
Una vez ac t ivadas  y f r f a s  l a s  placas se iupregnaron con una solucidn 
a 1  5% de paraf ina  l fquida  en 6ter de pet r6 leo  (PE 30-65) y se dejaron 
secar .  E l  solvelzte usado en e s t e  caso fub acetona-ahua 23 : 2 (v/v) ( 4 5 ) .  
bn 10s casos en que in teresaba recuperar alguno d e  '10s cm- 
pues tos  cromatograf iados , l a s  placas d e  s f l i c a  Gel L; fueron previamente 
lavadas d e j ~ n d o l e s  correr E L C ~  (coacentrado)-aetanol 1:9 (v/v) (188). 
Luego se sec6 y ac t iv6  en  l a  £ o m  antes  indicada. Siguiendo e s t a  
tdcnica y desarrollando en solvente  C e l  f i c a p r e n i l  fos fa to  puede 
ser eluido e n  fonna rugs e f i c i e n t e .  Para e l l o  l a  p laca  se dividio'  en  
en bandas de lcm y s e  rasp6 e l m a t e r i a l  para r e c i b i r l o  en un tub0 
que contenfa 1 m l  de una mezcla de cloroformo-metanol 3:2 y 0.050 1111 
de IiCl concentrado. Se a g i t 6  y cent r i fuad para q u i t a r  e l  sobre- 
nadante y e l  precip i tado se r e e x t r a j o  en l a  misrna f oma.  Se reu- 
n i e r o ~ i  l a s  f a ses  orga'nicas (aproximadamente 2 m l  por banda e lu ida)  
y se lavaron con 0.4 m l  de MgC12 @I. La f a s e  super ior  s e  descart i j  
y l a  i n f e r i o r  se lav6 segiin e l  m6todo de Folch y c o l  (189) h a s t a  
pil 6-7 ( s e  us6 para  e l l o  clorof  orincz-rnetanol~~gCl2 4mM 3 : 48: 47). Las 
f racciones a s f  lavadas s e  concentraron primer0 bajo  N2 y luego con 
presio'n reducida h a s t a  sequedad. Se retomaron en cloroformo-metanol 
2: 1 y se volvieron a llevar a seco. La ogeracibn s e  r e p i t i d  has ta  
el iminar la d i i sobu t i l ce tona .  ~ i n a f m e n t e  s e  tomaron en cloroflormo- 
metanol 2 : l .  Con sus tanc ias  r ad ioac t ivas  s e  procedi6 en i dgn t i ca  
forma pero en lugar  de e l u i r  l a  placa an por cm se t r a b a j 6  s o l o  con 
l a s  zonas radioact ivas  . 
Los yoliprenoles se detec taron con una mezcla d e  anisa l -  
itellido-etanol- Scido sul f i i r ico  1: 18: 1 (v/v) (46) ; luego de  ca len ta r  5 
minutos a 100bC en e s t u f a  apareci6 e l  color  verde carac terZst ico ,  
aunque & vaces v a r i 6  d e l  g r i s  a 1  v i o l e t a .  Cuando en lugar d e  e s t u f a  
se cale~i to '  cox1 c o r r i e n t e  de a i r e  c a l i e a t e  e l  color fu6 siempre verde. 
i o s  yoliprenoles se revelaron tanhien con f luoresce5na a 1  
U.012, en e tano l  (190). Se pas6 l a  p laca  por vapor de  agua y s e  
coloc6 bajo una I h p a r a  GV: se 10s v i 6  de un color rosado-viol5ceo 
sobre un fondo ligeramente f luoresccnte .  Lsta t6cnica s e  us6 cuando 
no se quiso  danar 10s poliprenoles a fin de poder e l u i r  l a s  zoilas 
respect ivas .  
~romatogra fza  y e l e c t r o f o r e s i s  en papel  
Salvo ind icac idn  expresa s o l o  se u t i l i z 6  pape l  GJiiatman NO1. 
Solvenres  usados: 
i: i ~ o s ~ f a c o  32: en e t a n o l  802 (v/v) (191) 
I : hcido isobutfr ico-anonfaco 1N (20 : 1) (v/v) 
1: Sutanol-pir idina-buffer  bora to  de p i p e r i d i n i o  
pIt 10.5 (6:4:3) (194) 
L a  concent rac i6s~  de ambos componeutes en e l  bu f f e r  f u e  
d e  0.35M ( 19 4) 
L: Eter de p e t r 6 l e o  (PE 30-65). 
Pa ra  e l  s o l v e n t e  li s e  us6 l a  tEcnica ascendente y pa ra  
10s so lven te  TA y J s e  us6 t a n t o  e l  s i s tema ascendente como e l  
des cendente. 
Pa ra  e l  s o l v e n t e  K se us6  e l  pape l  cortadu segiin 
EIatthias ( l 9 5 ) ,  mojado previamente en el b u f f e r  bora to  de p i p e r i d i n i o ,  
pi1 10.5 a una coucentracio'n 0.017 5i.I. Par a ob teller buenss r e so  luc iones  
se observ6 quc l a  temperatura debfa  s e r  s u p e r i o r  a 10s 25°C. 
E l  so lven te  I e s  una lnodificacibn d e l  so lven te  dcido 
insobutzrico-amonf'aco U1.1 (5:3) (161, 196).  En e s t e  G l t b o  e l  
P i  t i e n e  un R aproxin~ado de 0.2-0.3 pero en e l  s o l v e n t e  I e l  P i  queda f 
ril e l  or igen ,  l o  c u a l  ofrecio '  v e n t a j a s  pa ra  s e p a r a r l o  d e l  p ren i l - fo s fa to ,  
especialniente cuando 10s cro1natoy;rariras s e  d e s a r r o l l a r o n  en f ormn 
asccndonte,  en t i r a s  de  yope l  de 2 x 15.5 CITL para r e so luc idn  
r$pida ( ~ p r o x i ~ ~ l a d a i l e ~ ~ t e  1-2 lloras) . 
Para  ubicar  10s azGcares reductores  sc u t i l i z b  e l  
n i t s a t o  d e  p l a t n  a l c a l i n o  (197). A 10s compuestos con f6sEoro s c  
10s ubic6 con e l  r e a c t i v o  de  no l ibda to  (198). Los prertolrs se 
r eve l a ron  con l a  nezc la  anisaldehido-gcido s u l f c r i  co , ob tenie'ndose 
un co lo r  r o s a  l.ue~;o de c a l e n t a r  con c o r r i e n t e  de a i r e .  
La e l e c t r o f o r e s i s  se e f e c t u 6  t a l  couo l o  sena lan  Garcza 
y c o l  (68).  Normalmente s e  ap l i ca ron  1000 Volts  (20 Volts/csi) 
du ran te  150-180 luinutos.  Salvo indicaci i in  expresa e l  b u f f e r  
u t i l i z a d o  fu6  1.2L.1 a c e t a t o  d e  p i r i d i ~ l i o  pi1 6.5. 
t.16.todos aua l f  t i c s  
Los azGcares s e  dosaron en &,enera1 cull e l  m6todo d e l  feliol- 
a u l f 6 r i c o  (199) , usando cono pa t rdn  ~ l u c o s a .  
La ranlnosa s e  deternil18 por e l  rnGtodo de Disclie y c o l  (200) 
t a l  cono l o  desc r ibe  Spi ro  (201) usando ranmosa (Tlercli) como ~ a t r 6 1 ~ .  
Las pro te fnas  s e  d e t e r i i t l a r o ~ l  por e l  ri;6todo d e  Lox~ry (202) 
y e l  patr61i usado fue' a l b b l i n a  d e  sue ro  bovino. 
? a r a  l a  determinaci6n do f o s f a t o s  s e  uaaron 2 tngtodos: 
a )  L 1  d e  Chen y c o l  (203) y 
b) U l r a  ruodificaci6n J e l  mgtodo d e  Ilers y Birr (204) i-iecha 
en colaboraci6n con E. Tdbora. Cn e s t e  Gltirlio caso se procedid as?: 
l?!'Ssforo inorg6nico.- A 0.35 n i l  dr n u e s t r a  en  agua se 
G r e a a r o n  0.050 n l  ae dcido su l f i i r i co  5i\i y 0.050 r i l l  de  n o l i b d a t o  de 
anlonio a 1  2.5% en agua, se a g i t 6  y anadib 0.010 r n l  de l . e e n  20 a 1  1.5X, 
se agito' y luego s e  agregaron 0.050 m l  de verde de malaquita a1 0.1%. 
Se dejij 30 minutos a teuperatura ambiente y ley6 a 660 nm e n  un 
espectrof ot6ruetro Gilford.  Con 0.1 m o l e s  cle P i  l a  absorbancia fu8 
de 0.11-0.12, es dec i r ,  l a  sens ib i l idad  r e s u l t 6  ser 5 veces mayor que 
con e l  mdtodo de Chen y co l ,  La curva patrbn se re t l l izb  con una 
soluciSn de P i  0. I t 9 4  en HiSO4 0.05N. En todos 10s casos 10s tubos 
en que se hizo  l a  determinaci8n fueron previaniente calentados 30 minu- 
t o s  a 100°C, con I1 SO 50% y luego se lavaron 3 veces con agua 2 4 
des t i l ada .  Las celdas d e l  e spec t ro fo t ihe t ro  se dsjaron una noche 
con mezcla sulfocr8mica, se enjuagaron con agua d e s t i l a d a  y se 
secaron sobre  papel de f i l t r o .  
Determinacibn de f 6sforo to ta l . -  A l a s  muestras l levadas 
a seco s e  agregaron 0.020 m l  de HC104 70% y 0.050 m l  de H2S04 5N y 
se calentb  a l a  llama has ta  el iminar e l  IIC104 (vapores blancos). 
Luego se aiiadieron 0.250 m l  de agua y se calent6  a 100°C 10 minutos. 
Finalmente s e  dose fos fa to  por e lmgtodo b 
Productos qufmicos 
Todos eran productos comerciales, con l a s  s iguientes  
excepciones: 
E l  dol ico l ,  d o l i c o l  fos fa to  n a t u r a l  y fos fo r i l ado  q u a i -  
camente fueron gen t i l eza  de 10s doctores N. Behrens y E. T a o r a .  
E l  1,6 anhidrogalactosano y 1,6 anhidroglucosano fueron 
preparados por e l  metodo de Montgomery y c o l  (205) ta l  cua l  l o  
ircscribcn Garcl'a y c o l  (68) a p a r t i r  de 0-ni t ro£ enil -n - l ;o lncr~-  
pira1:o'sido y s a l i c i n a ,  r rspect ivamente.  
L1 gcido nanur jn icu  s e  prepar6  a p a r t i r  de Zicido 
alt.fliico sit ;uieodo l a  tdcrlica d e  i i h i s t l e r  y c o l  (206).  
a 1  f i c a y r e n o l  s e  obtuvo por el niEtodo d e  Stone y c o l  ( 4 5 )  
con algunas niodifictlciones .- En una m p e r i e n c i a  t i p o  se pesarori 
500 grmios de l lojas de gomero, Ficus e l h t i c a ,  yreviamente desnervadas, 
se t rozaron  y e x t r a j e r o n  con 900 131 de  ace tona  durante  2 minutos en 
una l i cuadora  metg l ica  (tJariug cocuaercial b lendor) .  
A l a  mezcla r e s u l t a n t e  se  l e  agregaron 300 m l  de Gter 
e t l l i c o  y se d e j b  ex t r aye~ ido  con a g i t a c i 6 n  o c a s i o ~ l a l  ciurante 
2-3 l ~ o r a s ;  luego s e  f i l t r 6  por rela para quesos y e l  prec ip i t ado  se 
t r a t 6  con 1000 m l  de Gter de pet rBleo  (PE 38-65). A continuaci6n 
10s e x t r a c t o s  orgdnicos se pasaron a un er'lbudo de  decantacidn y se 
les i l izo una g a r t i c i h  ariediendo 1 / 6  de  volur,~en de  agua; luego l a  f a s e  
orl;griica se l av6  con 1 / 4  d e  volur.leti d e  agua hasta que dicria f ase  qued6 
i n c o l o r a  (4-6 vcces). 
L a  f a s e  orgsnica  lavada se sec6  lucgo du ran te  24-48 horas 
con s u l f a t o  de sod io  anhiuro,  se f i l t r b ,  l l e v 6  a seco ,  pesG y rctom6 
en  50 nl d e  $ t e r  e t z l i c o  a 1  22 en e'ter de petrdleo (1)fi 330-65). t n  
es te  es t ado  se conserva b i e n  en congeladora a -20 '~ .  
Yorciones d e  aproximadamerite 1 grallo de dic'no m a t e r i a l  se 
f r acc iona ron  por crofi~atografZa en una columna d e  al6mina (Hriicku~an 
acxiviciad I1 de  Serva) con una r e l a c i 6 ~ 1  alii iaina-sustaacia de 5G:1, 
2.11 peso. Pa ra  preparar l a  c o l m a ,  l a  ali i~nina ss resuspendio' Liec en 
Gtcr e t l ' l i c o  a 1  2;; en Qter de y e t r t l e o  (PL; 30-b5) y se e~~ipaco' cuitimdo 
ci,relar todo e l  r ~ a t e r i a l  ue uria vez para  e v i t a r  f r a c t u r a s  . 
La colwana usada Eub ue 1.2 x oU cru, no refr igeracia ,  y 
l a  niuestra (5 1711) se eluy6 sucesivamente Coil 10s so lven te s  que s e  
ir;di cari : 
22 Lter c t Z l i c o  en Gter de ~ e t r 6 l e o  (PC 31)-65) (v/v) 400 i i i l  
19,: t t e r  ctl'lico en 6 t e r  de petrl'oleo (I.'; 3G-65) (v/v) 1000 m l  
502; o t e r  e t g l i c o  en Cter  de  p e t r 6 l e o  (PC 3b-65) (v/v) 100 m l  
752 E t e r  e t $ l i c o  en  S t e r  de  petr61eo (PE 30-65) (v/v) 500 ml 
l G C l  Lter e t z l i c o  SOU m l  
~1 d e s a r r o l l o  Lie 1~ colurntla s e  s i t u i B  por cromatogxaffa 
en capa delgacta en e l  s o l v e n t e  A.  
1r1 f i c a p r e n o l  se eluy6 COIL e l  s o l v e n t e  clue contenl's 10% 
6 t e r  e t f l i c o  eri e'tcr dc petro ' leo (PL 330-65). Se o b t u v i e r o ~ l  
i 
3 f racc io i les  : 
a) Ficaprenol  rnss contarninan t e s  d e  utayor % (apr oxiniada- 
inetlte 25%) . 
b)  E'ica;wenol puro (aproxir.1adancnt~3 50%) . 
Los tubos que contenzan f i c a p r e n o l  y conteninantes  s e  
y u r i f i c a r a u  por c ro~ la tog ra fza ,  en  capa delgada, en bandas, con e l  
solveizte A ,  usando co111o reve lador  f l uo resce Ina .  Pa ra  s u  eluciijn,  
ell e s t c  caso,  urla vez ubicada l a  barlda de f icapre i lo l  se r a sp6  l a  
p laca  en ese lugar  y l a  s l l i c a  se d e j 6  caer  sobrc  Gter e t l l i c o .  S e  
4 t 6 ,  q u i t 6  e l  e'ter y s r  volvi i j  a e x t r a e r  e n  l a  clisii~a forma. A 
ptirtir de 500 g r m o s  de  ~ i o j a s  se obruvieron 0.200 gramos d@ prenol.  
Ln pureza Jel nzsltarinl wi es tab lec id  gor 10s erJpsctro@ 
i n f r a r r o j o  y d e  reaonancia ma8rbtica rruclear. E l  arkkilieis por 
espect rograf ia  de  m s a s  iildic6 que se t r a t a b a  de una nt;?zcla 
aproxir~~adamfnte equi~~iolecular  de undecaprenol y dodecapreiml , ~ i m i -  
l a r e s  r e su l t ados  se ob tuvieron por cromatografla en  f ase i n v e r t i d a  
con e l  solvente  acetona-agua 23:2 (vJv), aunque en este caso se 
observ8 tambign l a  presencia ik decaprenol. 
Posf o r i l ae iSn  gufmica d e l  pr en01 . - Se siguio" l a  t6cnica  de 
Cramer (207) d e s c r i t a  por Popjiik (208) y rnodificada por Behrens y 
Lelo i r  (30) . 
S e  us6 corn agente foofor i l an te  e l  fos fa to  de d i t r i e t i l e m i n a  
(PDTliA). Se disolv ieron 2 gramas de ti3P04 99% en 100 m 1  de acetoni- 
t r i l o  d e s t i l a d o  y se le  agregaron 41.3 g r a m s  de  t r i e t i l d n a .  Se 
de j6  una noche en desecador a twtperatura m b i e n t e  para que c r i s t a l i -  
zara.  Los c r i s t a l c s  s e  separaron de l a  soluci6n madre, se secaron 
y pbrte de c l l o s  se us6 para preparar la  soluci6u f o s f o r i l a n t e  
(0.I.K PDTISA en a c e t o n i t r i l o ) .  E l  re~ldirniento de e s t a  preparacidn fuG 
de un 602 d e l  f o s f a t o  i n i c i a l .  
Fasforilaci61n.- A 10 m o l e s  de Eicaprenol d i s u e l t o s  en 
3 m l  de benceno se le agregaron 0.2 r u l  de t r i c l o r o a c e t o n i t r i l o  
(cCl3cli), se dej6  en reposo 15 lninutos en desecador y luego se aiiadi.6 
\ 
gota a gota  y con a ~ i t a c i 6 r ~  15 r n l  de l a  soluci6n f o s f o r i l a n t e  
11.5 ronkules de PT)TEA) . Pasadas 2 horas  se r e p i t i e r o n  10s a g r e ~ a d o s  
a l a  solucidn de f i capreno l  (3 m o l e s  de PDTEA en  t o t a l ) .  S e  dej6 
durante  la  nocae, y a1 dfa  ei:;uient;c! se llevo' a seco  a pr s s idn  
reducida  en un evaporador r o t a t o r i o ;  se retou16 en  una nezc l a  
celnpucsta di- 6.1 1:lL de e1t;L'i2 411131, 1.6 1.11 de  ~ n e t a n o l  y 2.4 ml de 
cloroior~i lo con e l  o b j e t o  de  obtener  2 Zaoes. L u e ~ o  de a g i t a r  
y ccxi tr i fuzar  sc descarto" l a  fase s u p e r i o r  y l a  f a s e  i r r f e r io r  ma- 
r i l l a  se  lavo" de 10 a 15  veces con una mezcla de cloroforr~~o-netanol-- 
iigC12 41dI ( 3 : 4 8 :  47) ( l l suada  f ase supe r io r  teo'rica de fi'olch) (189) . 
Finalsilente l a  fase i n f e r i o r  se llevo" a seco y retam6 en 0.6 x i l  de 
cloroforao-]Ole t ano l  2 : 1. 
La  pureza d e l  yraducto obtenido se ve r i f i co '  rur inar iamente  
sadbran20 0.005 nl d e  illnestra on tiras de  pape l  TJilatman N o  1 
(dc 2 x 15.5 cm). Z1 c rona tog rma  se clesarrolZo e n  e l  s o l v e n t e  I, 
e l  f icap- ren i l - fosfa to  (F1.P) y el  exceso d e  Pi se r eve l a ron  coil e l  
r e a c t i v o  d c  Burrows (198). 
C 1  preno l  que no se f o s f o r i l 6  se  sepa r6  d e l  product0 por 
a r o m t o g r a f  fa e n  t i r as  cis papel,  de 2 x 15.5 an, en e l  s o l v e n t e  L. 
&n e s t e  s i s  tena e l  f i c a y r e n o l  f o s f o r i l a d a  (FTP) tluerla en el  or i ipr i  
j cl p r e r ~ o l  l i b r e  rrzigra cori e l  Erenre. S e  co r t a ron  10s orfgenas y 
f r e n t e s  y se eluyeron dc la  sil;uienee fonna: se colocaron l o s  t rozos  
de pape l  den t ro  de jcringas hipodSm~icas  de pl fs t icc l  rle 5 i d  y sob re  
0110s sc agregaron t rozos  de papel I-;hatriilan i u O  I .  Se cotdprimicrcn 
f ucrtisik%ixte y se hizo  pasar en f orrm I e n t a  cloroformo-me t a u d  2: 1. 
Ln al&urios casos l a  a e p a r a c i h  se h i z o  en colurnnas d r  P ~ h -  
A 
c e l u l ~ s a  cil icas.  ~s re .:e todo e s  ;rigs aconsej  ab le. 
en Ft,lJ f u e  da u1-i P1L coc respec to  al. f i c a p r e n o l  i n i c i a l ,  y no mejor6 
Lyor e l  llecho de usar solventes  destilad'os y secoa, o variando l a  
cantidad de agente f o s f o r i l a n t e .  Usarkdo 1.5 m o l a  de PDThA $1 
rendki~iento luc d e l  3; y con 6.0  moles el rendimiento fue de un 
a, 
Cada par t ida  de nil?, se l i idroliz6 a pii2 y e l  product0 
so lub le  en ayua se someti6 a e l e c t r o f o r e s i s  en  ace ta to  de p i r i d i n i o  
y a cromatografia en papel en 10s solventes G e I. En todos los 
casos e l  product0 de h i d r d l i s i s  se conlport6 como P i .  
Ot tenciBn de ext racros  l ip fd icos  de A. xglinum. - Se 
utiliznrorl ambas cepas, lj42 y 5747. Las cd lu las  t r a tadas  con 
EDTA (68) s e  centr ifugaron y e l  precipi tado se ex t ra jo  en  Eoma 
irrdis t i n t a :  a) Con butanol, o b) con clorof ormo-metanol. 
a) Con butanol se e x t r a j o  4 veces y se agit6  ocasional- 
nente en vortex. E l  butanol  se lavd 3 veces cun agua, concentrd 
a pres iB~l  rclducida, retorad en clorof ormo-iiie tawl  (2 : 1) y luego se 
fraccion6 por crornato~raf5a en una colunna chica de I)L&-celulosa. 
E l  dosaje de  aceptor en 10s eluidos de l a  columna se hizo enziniatica- 
Los eluidos se agruparon en 4 fracciones (FI, 11, IZI 
y I V )  se l levaron a seco, y sa lvo  e l  percolado se disolvieron e n  
butanol-agua . Las Lases butan6licas s e  lavaron v a r i a s  veces con 
agua para eliminsr laa. sales. Se l lavaron a seco y todas Zas 
iraccionc.; se tcnnaron en clorof onuo-metanol 2 : 1 (0.6-1.0 ml) . Para 
e l  dosaje se u t i l i z 6  de 1/100 a 1/25 de cada fraceiiin. 
b) Can cloroformo-~uetanol (2: 1) se e x t r a j o  una vez, se 
EiltrEi y recx t ra jo  con dicha mezcla, adicigllada de  monlaco a1 1% (209). 
Los e x t r a c t o s  colxbinados s e  lavaron  segun Folch (189) , 
se concentraron a pres i f l l  reducida y se f racc ionaron  y dosaron can@ 
en e l  caso a n t e r i o r .  
Yreparaci6n de las muestras  d e  aceptor  end6geno para  ex- 
pec t rog ra fza  de aasas .  G 1  m a t e r i a l  a a n a l i z a r  s e  prepar6  de 2 
fonzas: 
1) La f racc i t in  con capacidad aceptora  e l u i d a  de l a  colulma 
de UL&-celulosa s e  h i d r o l i z d  en  condiciories 'acidas suaves (pti2, 
100°C, 10 minutos) y se e x t r a j o  con Q t e r  d e  p e t r d l e o  (PI; 30-65). 
Sobre e s t e  m a t e r i a l  e tg reo  sr e fec tu6  e l  e s p e c t r o  de masa. 
2) La f r a c c i b n  s o l u b l e  e n  g t e r  d e  pe t rd l eo  obten ida  como 
se i nd i cd  en  1) se cromatograf i6 e n  una colunna de  DEAL-celulosa y s e  
a n a l i z 6  la  porcidn neut ra .  
L a  cant idad  de Inuestra ana l izada ,  suponiendo que l a  hidrG- 
l isis fu& cor,q)leta, vario'  e n t r e  30 y 60 ug.  (Ln t s t e  caso e l  
dosa j e  d e l  acep to r  s e  e f ec tu6  tanbidn enzim5ticamente pero incubando 
14 durante  2 horas con cant idndes s a t u r a n t e s  de UDP-( C)-Gal). 
Obtcnci6ri de e x t r a c t o s  l i p f d i c o s  de  arvek- El preparado 
enzim5tico de a r v e j a s  (pa'gina 36 ), s e  e x t r a j o  3 veces con butanol  
y s e  cont inu6 segGn e l  procedimiento ind icado  en  a) pa ra  Acetobacter  
xylinum, con l a  salvedad que l a  determinaci6n de aceptor  e n  10s 
e lu idos  de  l a  c o l m n a  se h izo  u t i l i zar ldo  er~zinia de a rve j a .  
Los e x t r a c t o s  l i p l d i c o s  de  i n s e c t 0  y so  j a  fueron & e n t i l e s  
donaciones dc 10s doctores  L. Quesada Allu4 y C. B r e t t  respect ivamente.  
Obtencidn de pu l i s acd r idos  (210) .- Se us6 e l  sobreliadaute 
de l a  obtencibn de c g l u l a s  de  A.  xyliriur,l I342 (pzgina 3 3 ) .  Dicho 
1,1ater i a l  se t r a t 6  de l a  s i g u i e n t e  uanera: 
1)  Sc cor~cent rb  a presiGn reducida e n  un evaporador 
r o t a t o r i o  a t enpe ra tu ra  no nayar  de 40°C. 
2 )  ~1 j a rabe  r e s u l t a n t e  s e  llevo' a pi12 con h2S04 5N y st! 
uescar  td  e l  p r e c i p i t a d o  f orillado. 
3) h 1  sobrenadante se  l l e v d  a pi1 8-9 con NaOti 10W, s e  
desca r td  e l  p rec ip i t ado .  
4) ill sobrenadante a l c a l i n o  se l e  agreg6 i1ZS04 5 N  has t a  
pi12 y luebo se l e  afiadieron 2 vol&enes de acetona a 4 " C ,  en forma 
l e n t a  y con ag i t ac i6n .  
5) S e  d e j 6  e n  he ladera  por 2 6 nSs d l a s .  
6 )  Se descadd e l  sobrenadante y e l  prec ip i t ado  s e  retom6 
en e l  nfllir:lu da agua y se d i a l i z 6  corltra 4 l i t r o s  de  agua durante  
24 horas  cafiibi~ndola 4-5  veces. 
7) ~1 material d i a l i z a d o  s e  l i o f i l i z 6  y guard6 a -2U°C 
h a s t a  s u  two. 
Yartiendo de  6.8 l i t r o s  de c u l t i v o  s e  obtuvieron 0.35 granos 
d e  p o l i s a c ~ r i d o s .  
Prec ip i tac io 'n  de  mananos. - Se  h izo  seg fn  e l  me'todo de 
Alg rana t i  y c o l  (211),  pero usando t a n t o  e l  r eac t ivo  de  Somogyi como 
e l  de Fehlixq,. 
14 Cmpuestos r ad ioac t ivos .  - Urn-( C) -Glu y UDP-('~C) - ~ a l  
fueroii preparados por N. LfiSl~ dc  Iaixino a p a r t i r  de glucosa  
uniforu~erner~te 1:larcada (Aulers~~atu-Sear le, 200-300 ~nCi/nunol de a c t i v i d a d  
cspecf f i c a )  , s iguiendo l a  t dcn ica  d e s c r i t a  por Tlianas (212) con 
d i v e r s a s  adaptaciones.  
1.1 ( # 3 i ~ )  ATP fu6  cedido gel l t i lmex~ie por  e l  
3 2 D r .  R. P i r a s  (=AT 2 ) .  
~1 3% f u b  p r a v i s  t o  por  l a  comisi6r. Nacional J e  li;nergia 
~ t 6 n i c a  y por  Rr~~ershan-Searle. 
14 L1 Doll@-( C)-Glu obten ido  con enzima de hzgado d e  r a t a  
fug una aonaci6n d e l  D r .  C. S r e t t .  
32 Preparac idn  de  f i c a p r e n i l  rjonofosfato --- ( 3 2 ~ )  (=FM I?) .- Se 
s i g u i 6  l a  liiisrna tgcn ica  d e s c r i t a  para  e l  FMP no radioactive con 
alguuas modif icaciones;  
Preparac ibn  d r  agente  fo s fo r i l v r i t e  ( 3 2 ~ ~ ~ ~ ~ )  .- A 20 m C i  
3 2. d e  P i  s i r i  por tador  se a r e g a r o n  0.1 m o l e s  de  t13P04, se l l cva ron  
a  seco y se l a  afiadieron 0.050 m l  de  a c e t o r r i t r i l o  y 0.030 r n l  de 
t r i e t i l a n i i n a .  A 1  d l a  s i g u i e n t e  s e  evapor6 e l  exceso de  r e a c t i v o s  
y e l  3 2 ~ ~ ~ ~ ~  s e  d i s o l v i b  en  0.60 n ~ l  de  a c u t o n i t r i l o .  
Fosf or i lac i6n . -  A 0.4 u~noles  d e  p reno l  d i s u e l t o s  e n  
0.120 n l  de bericeno s e  agregaroil 0.010 m l  de  t r i c l o r o a c e t o r i i t r i l o  
y 60 utuoles cle 3 2 ~ ~ ~ b ~  y se procedi6 en  l a  Eonna y a  seiialada. 
32 Con r e spec to  a1 3 2 ~ i  i n c i a l ,  e l  rendimiento en EM P, 
medido cono f o s f a t o  ( 3 2 ~ i )  &id0 l i i b i l ,  f u e ' d e  un 0.12. Dicho 
i i a t e r i a l  i nc luye  s u s t a n c i a s  no i d e n t i f i c a d a s  que se separaron  por 
cromatograf ia  en  capa delgada (P lacas  Eastman), en e l  s o l v e n t e  D. 
Se obtuvieron  v a r i o s  p icos  d e  r ad ioac t iv idad  cuyo a n a i s i s  de t a l l ado  
s e  desc r ibe  e n  Resultados. Solo  e l  p ico  3 de  Rf = 0.7-0.8 (187) 
sc caap0rt6 C O I ~ O  Eli£' y s i r v i 6  car,~o aceptor  de ga lac tosa  ell un 
ensaya enzimgtico. niche m a t e r i a l  fu6  e l u i d o  de In s  p lacas  con 
li.11; cvilolliaco en  ~ u e t a l ~ o l  y su  rendirtiiento o s c i l 6  e n t r e  0.50 y 
0. 15,0, dr-1 i u i c i a l .  
~n l a s  I o s f o r i l a c i o n e s  r e a l i z a d a s  con pequeitas calltidcsdcs 
de s u s t a i ~ c i a s  l a  ilur,xedacl fug c r f t i c a ,  y s i  10s tna te r ia les  y r e a c t i -  
vos uu f u r r o n  prcvianeute  secados 10s r e n d i ~ ~ i i e u t o s  r e s u l t a r o n  aun 
n'ienores . 
F orr;iaci6n d e u , , G  ardlidrogalactosnlm y 1, (1 a u l ~ i  clro&o= 
sarlo a p a r t i r  d e  derivadon rad ioac t ivos . -  Se s i z u i b  l a  te'cnica de 
:iontgomery (205) l i d ~ r a ~ ~ c n t e  ~fiodif i c ~ d a  (73 )  : 5e l l e v 6  l a  muestra a 
seco  llajo N2 y se t r a t d  con 0.lPi Naui~ en 11-propanol a1 991, a 62-68°C 
c;urar;te 9Q r ,< i~ iu tos .  Se a t r ega ron  0 .1  r n l  de c l o r o f o n m  y 0 . 1  r l l  de 
agua, sr. o b t u v i c r o ~ l  2  Lases, l a  i n f e r i o r  ( c lo ro fo rn i ca )  se l av6  
3 veces con 0.1 m l  d6 agua, que se reunid  n l a  fase acuosa. S e  
, l c te r~ninb  r ad ioac t iv idad  eri nll 'cuotas de  cada f ase, y l u e ~ o  l a  fase 
acuosa se u e u t r a l i z 6  tort resir la  nowex 50 x 13 (i1') pa ra  s u  u l t e r i o r  
a r & l i s i s  . 
La r ad ioac t iv idad  e n  electroforograrnas y cranlatogramas 
en pallel o  capa delyada se d e t e c t 6  con un radiocronatSgrafo 
iJackclrd  nodel lo 7 201. 
Los c o ~ ~ p u e s t o s  r ad ioac t ivos  se rnidieron con soluciorles de 
dray (213) o con uria mezcla que corltenf a  4 grartios de I)r?nif l u o r  
(l\rcw England riuclear) en 1 l i t r o  de to lueno  eT: colitadores d e  
cerdel  l c o  Pachard Tri-carb : ~ ~ o d e l o s  2002 y 2003. 
L a  inezcla d e  Ornnifluor en tolueno se u t i l i z o '  para  
cont  ar 3 2, y 14c en t rozos  da papel  proveniontes  rle croiiaatografkas 
y / o  e l e c t r o f o r e s i s .  Luebo de contado cada papel  se lave  3 veces 
cox1 toluerlo para q u i t a r  e l  exceso de  m a t e r i a l  Cc c e n t e l l e o  y 
3 veces cozl 6ter e t f l i c o  p a r a  elknirzar e l  tolur l io  y poder asZ 
e l u i r  las s u s  t anc i a s  ~iledidas  .
Uno de  10s prisileros problemas encarados Eug e l  de logra r  un 
sis tetaa enziinhtico y eondiciones dc iacubaci6n que, par  el agregado de 
P'12, permiticran observar un e s t h u l o  en  l a  incorporacidn de  hexosa 
rad ioac t iva  (proverriente de UDP-{'~C)-G~U) a mate r i a l  l iposoluble  . 
La Tabla 5 niuesrra 10s r e su l t ados  obtenidos con v a r i o s  
preparados , 
Tabla 5. Incorporacibn de (l4c> tiexosa a ma te r i a l  so lub le  en butanol 
-I__ - -





t r a t adas  
con lisozirna 
CG l u l a s  Par  t iculado Cglulas 
t r a t adas  de  celda de t r a t adas  
con to luer~o French con EDTA 
(14c)  -hexes a(pno1es) (14~)-hexosa(pmoles/mg protef  ua) 
Sin  adiciones 
Tr i ton  X-100 y ~FPP 28.9 13.3 18.0 29.4 18.5 
I,as condiciones fueron l o s  d e  l a  incubaci6n t ipo :  0.65 nrnoles de 
G D P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  (309 u ~ i / u m o l )  y dande s e  i n d i c a  0.62 dr Tri ton  X-100, 
4.3 moles de F ( f icaprenol)  y 4.5 m o l e s  de  FW. La fuente  enzi- 
mgtica fu6 l a  secalada  en cada case* 
uariilciotleg %fgz+f&cativm. Par otra parts, e l  @stfnb310 EL& 
sin d ic ianes  
?,a@ ctar~dicion&s Fuerm 3as inzilcadaw an la  incabnci61: t ipa:  R . 6 R  ttmolw de 
- 1  [2n? ~iCi/umol) y, nonde sr indiea, 0.67 d e  %iton X-1M, 
2.5 snioXes 2.e R@. En~Plraa: St;8 (230. ug pro t~qna) ,  ~ " ~ ~ ( 2 6 . 5  up; groteTnr), 
33rjC2fi9. L ~ S  praten"n~1 t;r Yrafi + ~ 3 ~ C 2 6 . 9  + 205 *p 231.5 ue pra-te$na). I '  
Resultados abn m s s  netos s e  obtuvieron con f ra .pen tos  
ce lu la res  obtenidos con e l  d e s i n t e ~ r a d o r  de Nossal (Tabla 6) . Como 
se observa, d e  las 3 fracciones enzimiiticas anal izadas  l a  fu6  
l a  que produjo l a s  mayares incorporerciones y minimize' a l a  vez 
e l  e f e c t o  d e l  detergente.  Es te  e f e c t o  £us  muy notable  en e l  
par t iculado crudo (Sqg) . La recombinacien de las fracciones Pgg y Sgn 
reprodujo practicamente 10s resultados obtenidos con l a  Sb8. 
La Tabla 7 muestra un experinento rea l i zado  solanente con l a  
fraccio'n P3*. Se reproducen 10s resul-tados v i s t o s ,  y ademhs se 
- 
Tabla 7. Efecto de d i s t i n t a s  adiciones sobre e l  s is tema P30 
Condiciones de incubaci6n (14c) hexosa l ipos  oluble 
(pmoles / rng protelna)  




+F y Tr i ton  X-100 
+F?P y Tr i ton  X-100 
La incubaci6n t i p o  coutenza: 0.65 nmoles de V D P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  (268) uCi/umol) 
y donde s e  ind ica  4.5 nmoles de F?P, 4.3 nmoles de f icaprenol  (F) y 
0.6% de Tr i ton  X-100. 
observa que e l  FMP s o l o  y e l  f i capreno l  s o l o  o en presencia  de 
Tr i ton  X-100, no t ienen e fec to  alguno. Nuevamente e l  es t?mulo e s  m&imo 
(aprozrbadaante  100% can respecto i g a l  incabado can Tritm X-IOU) 
f?n p r s s e ~ c i a  de I%@ y Tr i tog  X-100* qua, par  otra p s r s  result;@ el 
mjor de 10-5 detergentes rnsayadas (Tabla 8). 
Tabla 8. Sfecto  d e  difexentes decergentes en presencia o no de 
-- 
I!?@, sobre  l a  incorporacibn de (Age) hexosa a lgpidos . 
Condiciones de incubaci8n (14c) hexosa l iposoluble  
(pmoles / mg protefna) 
S in  ad i  ciones 
+Triton X-100 
+Zonyl A 
+desoxicolato de sodio 
+Triton X-100 y FlvIP 
SZonyl A y FMP 
+desoxicolato de sodio y RIP 
Las condiciones fueron l a s  de l a  iacubacibn t i p o  con 0.6 m o l e s  de  
U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  (268 u ~ i / u m o l ) ,  enzima P 3 ~ ( 9 2  ug prorefna) y donde se 
indica:  1.8 m o l e s  de EW, 0.62 de Tri ton X-100, 0.09% d e  Zonyl A y 
0.42% de desoxicolato de sodio. 
Se inves t ig6  tannbign e l  efec to  de fosfol fp idos ,  ce fa l ina  
en e s t e  caso (Tabla 91, per0 en  10s s i s t e m s  ensayados no se obser- 
varon estimulaciones s i g n i f i c a t i v a s  a menos que e l  FFP y e l  Tr i ton  X-100 
se ex~cuentreh presentes . 
Tabla 9. gfecto  de ce fa l ina  sobre l a  incorporacidn de (14c) hexosa 
-* 
a m a t e r i a l  l iposoluble.  
Candi ciones de incubacio'n Ce'lulas t ra tadas  
con lisozima 
( 1 4 ~ )  hexosa (14c) hexosa 
( pmo l e s  ) (pmoles/mg protef na) 
Sir1 adiciones 2.4 
+Triton X-100 18.3 
+Cef a l i n a  2.4 
+Triton X-100 y cefa l ina  13.2 
+Triton X-100 y FMP 28.4 
+Cefalina y MY 3.6 
+Triton X-100 + cefa l ina  g FMI.' 28.9 
Condiciones de l a  incubacian t i p o  con 0.62 nmoles de U W - ( ~ ~ C ) - G ~ U  
(309 uCi/mol)  y donde se indica: 1.25 m o l e s  de FMP, 135 ug de 
ce fa l ina ,  0.6% de Tri ton X-100. Las enzimas son l a s  seiisladas en 
cada caso. 
Con e l  sistema enzimstico y e l  detergente elegidos 
y Tri ton X-100 respoctivanente) se estudiaron las condiciones 
6ptimas de es t iuulacibn.  h l e f e c t o  de cantidades c rec ien tes  de  
2'f.P se ve en La Pigura 12. Usando l a  nezcla de i n c u b a c i h  t ipo ,  
con aproximadame~te 0.2 m o l e s  de Fhfl' se alcanz.6 una rueseta. 
E l  e f e c t o  de la concentraciBn de UDP-Glu se es tudib  
entonces en presencia de 0.2 m o l e s  de FMP (Figura 13). En 
presencia de FMP y Tri ton X-100 e l  estfmulo £us mayor a mayor 
concentraci6n de nuclebtido-azbcar, s i n  que en las condiciones 
d e l  ensayo, se l l e g a r a  a una meseta. En todos 10s ot ros  casos. 
como era de esperarse,  no s e  observ6 ac t ivaci6n s i g n i f i c a t i v a .  
14  Figura 12. Incorporaci6n de  ( C) hexosa a mater ia l  so luble  en  
butanol en presencia de d i fe ren tes  cantidades de FMP. Las 
condiciones fueron l a s  de la  incubaci6n t ipo  con 0.65 m o l e s  de 
U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  (309 uCi/umol), 0.6% de Tr i ton X-100, enzima P30 
(18 ug protefna) y l a 8  cantidades de FMP indicadas. 
l igura U: tfecto de laconcentracth --cCr---i*r--T de -I- UDP-~'~C]G~U. - las coir 
dicPwle8 fuer"an la& he la incubac ih  t ipo  empl_~a&o Las ciiiritidades be 
U B P - ( ~ ~ C ) G ~ W  gue sa indicau y enzime Pg(j (25 ug profeina). @-e) 
Sin ;ndJciones, @ - I S  'Prltrm X-100 0.41 Ei-3, (A-A) 5-2 moles tie 
f isaprsnal  y 0 . b ~  dd, Triton 3T-XQ0 y $3-9) 13,2 moles de A@ y 0.62 
d.e Triton X-5,t,O. 
m a i s i s  ds prductzla s_oI+lea sen. butmal, 
- -YICI+CC---- LilllCc+- ..-* -- p- 
EQs ektrarms b~ca~kGPiew ~ b ~ e n f d a a s  iilctibai~o ma y sin 
E:b@ .'a ptedscrieiw sf. PrfEcm Xll-001 se ;en&lbscxrr par ~croaar@gzsfr"a en 
papal (Bigurs 14), 
T r i t o n  X-100 
oL----h - 
solvent e E 
T r i t o n  X-100 y FMP 
0 
Tr i ton X- 100 0 
solvente F 




auaaaaria dd E@ &e obtuva tgpido-P-Gall y c~bl  XQS 408 caluantes 
se ubs~mha quta Bn pr&sanda dal  LZpkdo-P exGgena kubo zm incr&snto 
dl &$pido-P-Gal, 
For cfomatct-grrafrf~f en cxl lamas tgc DX$ltE- cdulos  $de? ext r accm 
- ----- --- - -" --.--- - -.--.--.*- 
NUMERO DE RPCXlON 
Yf~t;.ur;l. f f j j  -. Crcama=raf -.- fa err roJmna cle. WAL-ceIubas;a, nZ EX t r~c tcu  
..-- r.I-.---m----* ..---.-- -*-..--- 
i)ut,wiUCEi~~ SC?. &CIL],VO r;n W L ~  fneubac%th t i p ~  en prmmeia de 0.2 t.llaolm~ 
cl@ fi&* y irD,bb% d@ T x i t m ~  X-EUO, St: us6 ##a e o X u ~ 8 ~  t@fri.gerada da 
1.2 x tt) em. desarxelX&a icanio 8e i&%ca aa Pkteriale~ y ~trrclas3, 
butan6licos obtenidos en presencia de FIP y Tr i ton  X-100, se 
obtuvo e l  p e r f i l  que aparece en l a  Figura 15. En este 
TRITON X -100 ( % I  
Figura 16. Fomaci6n d e  p o l h e r o  en presencia  de Tr i ton  X-100 
y de MU?. La incubacian t i p o  conterda: 0.53 xurloles de 
U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  (309 u~i /u rno l ) ,  enzima P30, 0.25 m o l e s  de FIP y 
l a s  cantidades de Tr i ton  X-100 que se seiialan. E l  p o l h e r o  se 
luidi6 como se i nd ica  en PIateriales y PiStodos ( 0 - 0 )  Tr i ton  X-100, 
(A-A) Tri ton  X-100 y I?&:'. 
en la5 wmdicEoacs de incubaci6n ulifizadaa apalol ~c&@.C.iu~l,lap:ate 
sa a5ntae;wiS Zbp%do-B2-Glu [Pigura 151, W f d o  a eTl0 st 
istves t i p 6  sonnerm@aBe el. stf ectd do1 TrSton X-1aO y delt EXP sobre 
l a  farnraci8n da galhero en dichas mndicionm.  La Figura 16 
auwtra qrra 3a .s$atesis deZ glucaao sf: reduja $r%@tfcaatente rim 
Incorporaci6n a partir de UDP-Gal 
El laecho que nomalmente e l  increment0 producido por e l  
LZpido-P exbgeno se tradr~jera en una mayor fomaci6n de ~Ppido-P-Gal 
(Figuras 1 4  y 15) induja a estudiar l a  s f n t e s i s  del ~Xpido-P-Gal 
urilizando directanente UDP-Gal co~uo nucle6tido-aziicar dador. 
Una expesicncia en par ale l o  u t i l izar~do UDP-Glu y 
UDY-Gal (Tabla LO) rnuestra que las incorporaciones en presencia de 
e s t e  Gltimo no s o l o  fueron muckio mayores s ino  que tambi6n l o  
f u s  e l  estimulo producido por e l  FMP. 
Tabla 10: Incorporaci6n a material soluble  en butanol a p a r t i r  -
de UDP-Gal y UDP-Glu. 
Condiciones de incubaci6n UlP- (14c) ~ l u  UDP-(~~C) ~ a l  
(146) Nexosa (pmoles /ag protegna) 
7 
Sin adiciones 50.6 455 
i-Tri ton X-100 
La  incubacibn t i p o  conrensa enzina P3* (90 ug protefna),  y dunde s e  
indica  0.6 nmoles d e  U D Y - ( ~ ~ C ) G L U  (268 ucilumol); 0.62 nmoles de 
U D P - ( ~ ~ C ) G ~ ~  (154.5 u~i/umol.) ; 1.8 m o l e s  de Fl@' y 0.6% d$ Tr i ton  X-100. 
Preparado enzimdtico. 
Vis tas  las mayores incorporaciones ob tenidas cqn- UDP-Gal, 
se probaron, a 1  i g u a l  que con UDP-Glu, 10s pregarados e n z h Q t i c o s  
ensayados an te r iomente .  Un resumen de l a s  incorporaciones ob tmidas  
aparece en la Tabla 11. Los resul tados  son anglogos a 10s obtenidos 
con U D P - ( ~ ~ C ) G ~ U :  con 19s cglulas  t r a tadas  con EDTA e l  detergente 
es timu16 l a  incorporacibn a mater ia l  so luble  en butanol, es t h u l o  
clue fu6 aun mayor en presencia de FMP. E l  FMP s o l o  no produjo 
n i r - ~ ~ f n  efecto. E l  f icaprenol solo  o en preaencia de Tri ton X-100 no 
awnentij l a s  incorporaciones. Resultados muy s imi la ras  s e  
obtuvieron con l a s  c6lulae t ra tadas  con tolueno, y aunque 
l a s  cSlulas t raradas  con lisozicra produjerou poco estfmulo 
con e l  detergenre y un buen increment0 en  presencia de RIP, 
no s e  continuaron usando por l a s  d i f  ieul tades  en lograr  r e s u l  -
tados reproducibies . 
Tabla 11: Incorporaci6n de (14c) hexosa a mate r i a l  so luble  




t ra tadas  t r a tadas  
con EDTA con Tolueno 
t r a t a d e  
con lisozima . " . d J  
. . I.- 
, > .  
Sin adiciones 5.3 5.8 56.2 
+FMF y Tri ton X-100 71.9 
Las condiciones fueron las de i n c u b a c i h  t ipo ,  con 0.66 m o l e s  de 
U D ~ - ( ~ ~ C ) G ~ ~  (142 u ~ i / u m o l )  y , aonde se indica ,  4.3 m o l e s  de 
f icaprenol  (F),  1.8 nmoles de DIP y 0.6% d e  Tri ton X-100. 
La& mi~-!$orrs ce;rhulaciansw v u l w i ~ r a ~  a Xczp,rarse a t r  £ragm@r.to& 
celulara abtcnidm con el B~~intiegzadar dc; ;4orjrsaf (Tabla 121, g la frac- 
c i 6 ~ ~  nda zulecnad~ tug tat;\bitZn fa Pjgm ya que minhizo" el efecm del deter- 
gcltrte e hixu lit.Axi~iu EL edthulca psr ef FW, Las fracc.ion@a f'30 y f43i) 
calmbindas v o l v i c r ~ n  a raprmucir loo xetirslkacirrs obtsnidus coil $158. 
%Isla 12: InCoeyorgn de  (lAg) hpxaa~ a laaterissoluble_en butanal 
*- 
50" las d i f  e~entas  fracci-s ~ e l u X ~ & t j  $ b ~ n $ d a s '  con ' el , desinreg+admT 
de '&69&,$f, - 
Sia diclunes 
Sin adiciones 
+ Triton X-100 
+ Triton X-100 y FMP 
S i n  adiciones 
+ Triton X-100 
+ Triton X-LOO y FMP 
Sin ad ieiones 
+ Triton X-100 
14 La incubaci6n tipo contenla: 0.62  moles de UDP-( ~)Ga1(154.5 u~i/umol) y 
donde se indica 2 . 5  moles d e  FMP y 0.6% d e  Triton X-100. Enzimas : 
S48 (288 ug protelna) , P30 (64.5  ug pro telna) , S 3 ~  (220 ug proteina) y 
P30 + S3" (64.5 + 220 ug = 284.5 ug proteina), 
La f r a c c i 6 ~ 1  f u 8  extracda con butanol ,  con l a  esperanza 
Je obtexier mejores estirnulaciones por el agregado de F W ,  Asf  se 
observe', en efecto, pero l a  exlzima r e s u l t 6  rauy l g b i l  y 10s resul tados  
d i f l ' c i l e s  ae reproducir .  S e  adopt6 entonces l a  Eraccibn P30 t a l  
cua l ,  que ~ ; o r ~ e r v a d a  a -20°C r e s u l t 6  e s t a b l c  'y proporcionii s i enyre  
da tos  muy reproducibles . 
La Tabla 13 rnuestra o t r a  s e r i e  de resul tados ,  confirniando 
que s o l o  l a  cmbirracibn FMY - Tri ton  X-100 es capaz d e  est imular  
Tabla 13. Cfecro de F y I?-@ 
7 -- ' 
Condiciones de  incubaci6n (14c) nexosa l iposoluble  
(prnoleslmg pro tesna) 
Sin adicioues 
+ Tri ton  X-LOO 
-t Tri ton  X-100 y F 
+ Tri ton  X-100 y 10 F 
4- Tri ton  X-100 y FMP 
Se incub6 en l a s  condiciones t i p a  eon enzima (25 ug protezna) , 
0.62 nmoles de U D P - ( ~ ~ C ) G ~ ~  (154.5 u~i /umol )  y donde s e  ind ica  0.25 
m o l e s  de FMP, 0 .6% de Tr i ton  X-100, 0.25 y 2.5 m o l e s  de  f icaprenol  
(F y 10 F respectivamsnte) . 
(unas 10 veces) la incorporaci6n de hexosa. E l  f icaprenol ,  en 
exceso y aun en  presencia de  Tri ton X-100 no t i e n e  e f e c t o  
Con e s t e  sistema s e  buscaron l a s  condiciones Gptimas Je 
incubaci6n. La Figura 17 muestra e l  efec to  d e  l a  concentrnci6n 
de EmJ. Se l l e g 6  a una meseta u t i l i zando  aproximadarl~ellte 25 uP1 y 
s e  obtuvo una incorpotaci6n de (14c) galac tosa  correspondiente a 
un 60; d e l  U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ ~  presente  en e l  incubado. 
~1 e fec to  de l a  concentraci6n de UDP-Gal s e  muestra 
en l a  Figura 18. 
Como e r a  de esperar  tanto  s i r 1  adiciones como en presencia 
d e  Tri ton  X-100 no hubo mayores var iac iones  en l a  incorporaci6n a 
mate r i a l  so lub le  en butanol. En presencia d e  FMP y Je te rgen te  en 
- - --- -- - -. --- 
- 
a 
Figura 17: Efecto de l a  concentraci6n de FMP. La inc baciSn se 
--- lt efec tu6 en l a s  condiciones t i po  con 0.6 moles tie uDP-( C)-Gal (153.8 uCi/umol), 0.6% de Tr i ton  X-100, enzina P~,-J (92 ug p r o t e h a )  
y l a s  cantidades de FblP gue se indiean. 
14 Figura 18: Efecro de l a  concentvacibn de UW-( C ) - G a l .  Las 
condiciones fueron las de la i n c u b a c i h  tipo except0 que se 
aiiadieron las cantidades de UDP-(~~C)--G~~ indicadas en la  
Pigura , (m-1) s i n  adiciones; (-A) Tri ton X-100 0.6%, 
(0-0) 0.2 m o l e s  de FHl? y 0.6% de Tri ton X-100. 
cambio se v i 6  un gran e s t h u l o  alcanz5ndose una meseta a una 
concentraci6n de UDP-Gal de 186 ~21, correspondiente a unos 0.16 
m o l e s  de hexosa incorporada. I n i c i a h e n t e  habEa 0.2 m o l e s  
de FMP, es decir, que se u t i l i z b  aproxirr.adamente un 70% del FMY 
present e .  
La Pigura 1 9  a u e s t r a  1as variaciones d e  incorporacidn 
en funci6n deZ t iempo. 
Figura 19: Incorporacibn de (I4c) hexosa en funci6n del tiwpq. 
--LIII-- I----- 
Corzdiciones deTa incubacidn t ipo .  Se utilizargn 0 .6  &les de  
U D P - ( ~ ~ C ) - - G ~ ~  (90.6 u~ilumol) , 2.0  nmoles de  FluB?, 0.6% de Tri ton X-100 
y enzima P30 (25 ug protefna) . 
Figura 20 : GrSf i cos  de  Lineweaver-Burk para  UDP-Gal (a) y IMP (b) . 
(a) Para cada punto d e l  g r l f i c o  se efectuaron curvas de tiempo: 5, 10 y 
15 minutos de  incubacibn en presencia de 18 m l e s  de FMP, 0.6% de 
Tr i ton X-100, enzima P30 (92 ug protefna) y las cantidades de 
U D P - ( ~ ~ C )  -Gal que se indican en cada caso. (b) , en es te caso l a s  incu- 
baciones fueron de 3, 6 y 9 minutos con 0.6% de Tr i ton X-100, 26 nrnoles 
de U C B - ( ~ ~ C )  -Gal (11 u ~ i / u i u o l ) ,  enzima P30 (92 ug protefna) y l a s  
cantidades de FMP que se seiialan en  cada caso. 
En l a  Figura 20 se d s e r v a n  2 grgf icos  d e  Lineweaver-auxk: 
para UDP-Gal y k W .  Los &s aparentes obtenidos de e s t a  forms 
fueron de  3-6 x M para UDP-Gal  y de aproximadsoente 1 x M 
para e l  FMP (corregido por la  cantidad de aceptor end6geno presente 
en l a  prepsraci6n enzimgt ica usada) . 
Finalmente , e l  efecto  que ej er cen d i fe ren tes  detergentes 
en l a  s f n t e s i s  de material l iposoluble  se muestra en l a  Figura 21. 
Se  observa que las mejares incorporaciones s e  obtuvieron con 
Tr i ton X-100: a una concentraci6n de  0.2% s e  l l e g a  a una meseta que 
dentro  d e l  rango es tudiado (0 .2 -2 .4%)  se rnantiene cons tante  . 
.. - - - - - -  
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Figura 21: Lfecto de d i fe ren tes  d e t e r e n t e s  en l a  formacidn de mater ia l  
-- ~ 
l iposoluble.  Las condiciones fueron 1% de la  incubaci6n t i p a  con 
b . 6 2  nmoles d e  U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ ~  (92.6 u~i /u rno l ) ,  3.6 nmoles de FMP, enzima 
t'30 y l a s  cantidades d e  detergente que s e  seiialan en cada caso. (A-A) 
Tri ton X-100, (0- -0) desoxicolato de sodio, (0- - 0) Lubrol y 
(.----.I Zo11yl A ,  
Anglisis  de1 producto 
---- 
E l  ant l l i s i s  d e l  ruaterial  sol.uble en butanol, obtenido con 
enzima P30, F'MP, Tri ton  X-100 y UDP-Gal, confirm6 que se t r a t a b a  d e  
Por cromatograf j a  en papel  con 10s solventes  E y F 
(Figura 22) se obscrva un s o l o  pico con l a s  movilidades esperadas 
(0.85 y 0.90 res~ec t ivamente )  .
Por cromatograffa en columna de DEAE-celulosa (Figura 23) 
se observa tambign un s o l o  pico,  que elujre a una concentrncidn 
0.1-0.2 PI d e  aceta to  de amonio. Por h id ro ' l i s i s  a pH 2 e s t e  m a t e r i a l  
se descompuso en un 80-90%. Cromatograffa en papel con e l  solvente  H 
- -- 
Pigura 22: -- ~romatogrtlfTa a11 ~ e l  d e l  m a t e r i a l  so luble  en butanol.  
--- ---. 
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0.8 x 31 
~romatograf a en columna de DEAE-celulos a del material 
obtenido a partir de UDP-(L~C)-G~~ .  - La columna d e  
a e  desarrollo corn se indica en Materiales y M'etodos . 
- 
Figura 24: cromatograffa en solvente E.i del material purificado por 
cromatograf fa - en DEAE-celulosa y tr&%do a pH 2 .  (fase acuosa) . 
be la  f raccio'n acuosa de dicha h i d x d l i s i s  (Pigura 24) ~ermit i6  
observar solamente galac tosa  radioacriva.  
Tratclmiento f en6l ico  .- El producto de incorporaci6n so lub le  en butanol  
se t r a t 6  tambign con fenol. La degradacio'n se l l evd  a cab0 sobre 3 
productos d i fe ren tes  : 
- E l  obtenido en una incubacio'n t ipo ,  s i n  adicionar n i  Tr i ton  X-100 
- E l  ob tenido en uua incubaci6n t i p o  , con 0.6% final de. T r i  tor1 X-100 (XI) . 
- L1 obtenido en una ineubacidn t ipo ,  con 0.6Z final de Tr i ton  X-100 
y 0.25 nmoles de J9P (111). 
Kn l a  Figaura 25 se muestran 1.0s resultados.  Como puede 
observarse 10s perf iles obtenidos con el l f p i d o  endo'geno {I y 11) o con 
_- _ -  -- - 
- -- 
TI EMPO ( m'nutos) 
Figura 25: Tratamiento fen6lico. Cada una de las sus tancias  se 
t r a t 6  con feno l  50% durante 10s tiempos indicados, en l a  forma d e s c r i t a  
en Materiales y N6todos. ( 0 ) Fase f enbl ica ,  ( ) f m e  acuosa. 
detergente y miif' (111) son cnsi id8ntieos.  On tres horas la degra- 
dacibn f ub c a s i  t o t a l .  
Las fawes acuosw d e l  tratamiento fen6lico somelidas a 
e l e c t r o f o r e s i s  se  comportaron comb Gal-I-P (Figura 26) en todos 10s 
casos. Las zozlas radioact ivas  se eluyeron y cada una de ellas se 
-- 
- - - -  - 
Glu -1-P P i  PPi + I  
Figura 26: Llec t ro fores i s  en ace ta to  de --- p i r i d i n i o  de 19s fases 
acuasas dcl t ratamiento fendl ico  de los productoa I, I1 y 111. 
- 
div id id  en 2 porciorres. Urra se t r a t d  con f o s f a t a s a  a l c a l i n a  y l a  
o t r a  se hidrolizo '  a pii 1 (0.1 M HC1, 10 rninutos, 100°C). E l  producto 
ue l a  incubacidn con fos fa tasa  a lca l ina ,  por e l e c t r o f o r e s i s ,  se 
coniport6 como una sus tanc ia  neut ra  en 10s eres casos, 
El producto de l a  i i i d r b l i s i s  dcida cromatograf iado en 
papel en e l  so lveute  ii migrd en todos 10s casos c m o  galactosa.  
~1 producto e r a  pues Gal-1-P. 
~ e d u c c i b n  ca ta1f t ica . -  S p e t i d o e  a este t ratamiento t an to  e l  producto 
ob tenido con e l  aceptor endiigeno ( ~ ~ ~ i d o - P -  (14c)4a1)  c m o  e l  £9-40 
en presencia de bP y Tri ton  X-100 s a  degradaron en forma p r a c t i c m e n t e  
t o t a l  (Tabla 14). Los productos de degradacidn f ueron galac tosa ,  
o mezclas d e  galac tosa  y Gal-1-P, seg6n 10s casos. 
Tabla 14: 
rroducto Fase butandl ica  Fase  acuosa Degradacign 
(em) (cw.1 (2) 
La reducci6n c a t a l f t i c a  se efec tu6 como se indicn  en Nate r i a l e s  y 
S t o d o s  . (*) Es t o s  preparados contenfan un 18% de ~ ~ ~ i c i o - ~ - (  14c) ~ a l ,  
calculado en base a l a  cantidad de aceptor endageno presente  en la  
p r e p a r a c i h  enziindtica u t i l i z a d a  para  s i n t e t i z a r l o a  . 
Por o t r a  p a r t e  u t i l i zando  a t r o  aceptor  exijgeno, el DolW 
(ver "Activaciiin pox o t r o s  ex t rac tas  lipfdicos") tambizn se obtuvo 
incorporacii;rl de galac tos  a a mate r i a l  l iposo  lub le  , pero &it@ r e s u l t 6  
resis t e n t e  a l a  reduccian c a t a l f t i c a ,  a d i f e r e n c i a  d s  l o s  o t r a s  dos 
casos . iis t o  i n d i c a r f a  que e l  Lzpido-P-Gal e s  de  na tu ra leza  sme j an te  
al M3-Gal, es d e c i r ,  de t i p 0  a l f l i c o  y no 4 - s a t u r a d o  como e l  DoM-Gal. 
Configuracidn d e l  enlace galactosa-fosfato.- - Para determinar l a  
coufiguraci6n d e l  enlace  azgcar-fasfat0 se investigo' la fanacidn da 
1,6 anhidrogalactosaz~o a partir de un producto pur i f icado por croma- 
togra f fa  en columna d e  DM-celulosa .  Por cromatograffa e n  papel con 
Solvente H e l  compuesto obtenido se comport6 como autgnt ico  1,6 
anhidr ogalactoeano (Xga1=2. 2) (30) . Cmo prueba con£ irmator i a  mbos  
compuestos se eluyeron, se hidrol izaron en medio dcido (1M HC1, 3 horas ,  
100°C) y luego se cromatografiaron en e l  Solvente H: migraron con la 
movilidad de la  galacrosa.  
Todos e s t o s  resul tados  indican que e l  lspido-galactosa 
obtenido a p a t i r  de FMY tiene propiedades aniilogas a 1  obtenido con e l  
aceptor  endBgeno, o sea,  Lspido-I?$ -Gal. 
~ o n f i m a c i 6 n  de que e l  FMEJ a s  s u s t r a t o  de l a  e n z h a  ga1actosiLante.-Para 
- 
c o n f i m a r  que l a  preparacidn de  ;MP u t i l i z a d a  era s u s t r a t o  de l a  enzimn 
g a l a c t o s i l a n t c  y que l a s  estimulaciones observadas no s e  debfan a 
e fec tos  ind i rec tos  se l levaron a cabo va r ios  experinentos. Se us6 
t an to  FPlP no radioact ivo  como marcado con 3 2 ~ .  
f ara v e r  s i  s e  compor taba como o t ros  preni l - fosfa tos  conocidos , 
tales como DolFil?, el  l2P preparado quimicmente se cromatografid en 
$ placas de  s l l i c a  g e l  G. Efzctuada l a  co r r ida  se eluy6 la p laca  
fraccionada en bal~das y se midi6 l a  capacidad e s t h u l a n t e  de cada uno de 
l o s  c l u i d o ~  (Figurn 27). La rnkima cstimulaci6n correspondicli a la 
I 
zona d e  ik-0.6-0.7, aunque rambidn se observd un pequeiio e fec to  en l a  
zona de3 origen. lrin estas condiciones e l  DOUG migra con un Rf de 
aproxinadar~ierrte 0.7 y un p i ro fos fa to  pemanece en e l  origen (186). 
Eigura 27: CromatografSa de FM' en  c a ~ d e l g a d a .  Se u t i l i z a r o n  
-- 
placas d e  s s l i c a  g e l  G lavadas, y ~ o l v e n t e C .  Se eluyeron b a n d s ~  
d e  1 an de zu~clio y en 10s elufdos l levados a seco se midi6  
capacidad est imulante,  en 311s condiciones t i p o  . Las incubaciones 
se efec tuaron con 0.61 ~nnolrts de U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ ~  (152 uCi/umol) , 
0.6% d e  Tr i ton  X-100 y enzima P30 (25 ug proteins). Se midid  in- 
corporacidn a material, so luble  en butanol .  (0) contro l  s i n  Tr i ton  
X-100 n i  elugdo, (e) con t ro l  con Tri ton  X-100 sin elufido. 
140s resul tados  mss concluyentes se obtuvieron u t i l i zando  
como acep to r  ex6geno FI@ marcado con 3 2 ~ .  
Fud necesario es tnblecer  pr  h e r o  la  pureza del pr epar ado 
d e  R I ~ ~ P .  Por cromatografia en capa delgsda en Solvente C se 
coiircidentes con l o  v i s t o  con e l  F'MP no radioact ivo  (Figura 28). 
Figura 28: Cromatograffa ------ de F H 3 2 ~  en c q a  delgada. S e  urilizaron 
placas de  s f l i c a  g e l  G lavadas, y Solvente C .  
Yero corrfdo con Solvente e l  perfil obtenido fuk mgs eompleja 
(FJgura 29) pues se ob~ervaton cuarro compuestas: en e l  origen 
- --- - -- .- . --" 
Figura 29: ~ronatografia de F M ~ ~ P  en capa delgada. Se util izaron 
placas Eastman y Solvenre D. 
(compuesto 2)  y con Kfs d e  0 . 4  [compuesto 2 1 ,  0 . 7  (compuesto 3) y 0 .95  
(compuasto 4 ) .  Los compuestos 3 y 4 pudieron eluirse con c ier ta  
f a c i l i d a d  (30-307;) ut i l izando 0 . 1  M ill140H en metanol. Corridos 
nucvaiiente en e l  l n i  sn~o sis tema mantuvieron s u  movi l i d a d .  
Los compuestos 1 y 2 en canlbia, r e s r ~ l t w o n  nuy d i f z c i  lcs 
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sr 1ogr6 e l u i r  m& de un 5-10I de  l a  radioact ividad.  
Loe cuat ro  compuestoe se sometieron s e l a c t r o f o r e s i s  
directamente y previa  h i d r 6 l i s i s  a pii 2 (Figura 30). El 
compues to  1 r e s u l t 6  ser fosf a t o  inorgSnico pues c o r r i 6  como P i  
tanto antes  co~io despugs de l a  h i d r g l i s i s .  No as5 10s t r e s  
que, s i  bien,  s i n  t r a t a r  con iicido, no se movieron d e l  origen,  
sus  productos de h i d r b l i s i s  fueron d i fe ren tes .  Como se observa 
en la  Figura, e l  compuesto 3 produjo s o l o  P i ,  en cambio e l  2 
produjo P i  y PYi, y e l  4, P i ,  YPi y un product0 no i den t i f i cado  
de movilidad a lgo menor ($Pi = 0.70-0.75). 
"01 ' I - compuesto 3 
DISTAN CIA 
Figura 31: Cromatografga en papel de 10s compuestos 3 y 4 (Figura 29),  
con solvente  E. 
Los compuestos 3 y 4 s e  corr ieron tambign en papel  con e l  
so lvente  a l c a l i n o  E (Figura 31). E l  pico 3 se descompuso c a s i  
totalmente: s o l o  se obsorv6 en l a  zona del ohigen un pico 1eVemente 
'1 
difuso que se pudo e l u i r  con agua y se comport6 como P i  en eleetrofores is  
il pico 4, ell carnbio, se movi6 c m i  con e l  frente del solverite. 
' 3 sin UDP-Gal 
0 
E 
Figura 32: Incorporaci6n de galactosa a 10s conlpuestos 3 2  
(Figura 2 9 ) .  Condiciones de incubacibn t ipo (90 minutes)-: enzima 
f 30 (54 ug pr otegna) , 0.6); de Triton X-100, 10s compues tos 3 y 4 
cmo aceptores ex6genos y 31.0 nmoles de UDP-Gal, donde se intiica. 
alIcuotas de 10s productos liposolub les se arralizaron por cromato- 







u 1GfX!-- 4 con UDP- Gal - 
0- 
I 
4 sin UDP-Gal - 
*- f l  
Or Fr 
Pare saber cua l  de e s t o s  dos compuestos e r a  e l  F M ~ ~ P  s e  h i m  e l  
s i g u i e n t e  e x p e r b ~ e ~ ~ t o :  s e  10s u t i l i z d  como aceptores ex6genos en 
presencia y en ausencia de UDP-Gal no radioactive. Alzcuotas d e  
10s ex t rac tos  butan6licos obtenidos s e  analizaron por cromatografza 
en papel  con e l  Solvente E (Figura 32).  Como e r a  de esperar  de 
acuerdo a l o  v i s t o  en la Pigura 31  para e l  compuesto 4 ,  no bubo 
d i f e r e n c i a  en La incubaci6n rea l i zada  con o s i n  e l  nucle6tido-aziicar. 
h i  cambia e l  cornpues t o  3, en  presencia de UDP-Gal, produjo una 
s u s t a ~ l c i a  que migr6 cerca d e l  f r e n t e ,  eon la movilidad d e l  Lzpido-P-Gal, 
ausente en e l  con t ro l  s i n  UDP-Gal, pues, como se indic6 ,  e l  
3 2 FM Y parece descomponerse en este solvente.  
E l  r e s t o  de 10s ex t rae tos  butanSlicos se t r a t 6  con fen01 
(Tabla 15) y aunque 10s porcentajes de ruptura  fueron bajos en general ,  
Tabla 15: - T r n t m i e n t o  fendl ico  d e l  ma te r i a l  marcado con 32p so lub le  -
en buranol. 
-- 
Condicior~es de incubaci6n f a s e  f en6 l i ca  f a s e  acuosa ruptura  
( cpm) (cpm ) ( X  ) 
- - - - 
Canpuesto 3 con UDP-Gal 26.397 12.705 32.5 
Cmpuesto 3 siri UDP-Gal 32.261 
Compuesto 4 con Imp-Gal 25.142 
Compuesto 4 sin UDP-Gal 
- ------- 
Tiempo de  t r a t m i e n t o :  3 I~oras  
en e l  case d e l  compuesto 3 incubado con UDP-Gal fue' mhimo. 
fan6J-ico (Pigura 33) irzdicli qua sola! a% mrapuao~o 3 airve e m  a- 
sap9;at ex6geLko de ~ ~ r , a f a c t ~ s a  ya gue sin tTDL2-Gal pt&ujo mXo Bi y 
- < -- -- - --- 4-, -- --- 
Pigura 33: Olectroforesis e n ~ j e l  -- - d e  las fases acuosrrs d e l  
---
tratauierkto f en6lico (,Tabla 1 5 ) .  
-- 
con UDY-Gal d i 6  origen a Gal-1-P (901) 2 Pi (LOX). Por e l  contxario, 
- 
e l  ~ompuosro 4 di6 el misrtto per  p 11 %Ks%Ev5di For' hidralisis a pfl 2: 
uria susto~lcia d e  Kppi = 0 .75 ,  Pi y YPi, y no nostrd capacidad 
acep to ra  y a  que no l iber6  hexosa-P. 
A n t e  todos cstos  r e s u l t a d o s  se concluy6 que e l  conlpuesto 3 
era e l  Ft.!321), por l o  que. se contitluo' t raba jando  sol amente con 61. 
Carac t e r i z a c i 6 n  de FMP-Gal dob lemente mar cado. 
~l liecho dr  qua, en preseoc ia  d e  fi132~, st. obfuv ie ra  un 
product0 capaz oe l i b e r n r  l i e x 0 s a 2 ~ 1 '  por  traCamieilto con f eno l ,  ya  




u 300- FMP + U DP -(U C )Gal - 
0 - 





Figura  34 : Fomaci6ii  d e  productos  doblemente mar cados . Incubacio'n 
t i p o ;  se e fec tu6  du ran t e  90 minutos con enzima P30 (54 ug y r o t e i n a ) ,  y 
dcrndr se indica: 2.87 nmulcs de FPi32~ (51 cpm/pmol); 2 . 7  moles d e  DIP 
;LO r a d i o a c t i v o ,  U D P - ( ~ ~ C ) -  Gal, 34.5 m o l e s  (37 cpm/pmol) y T r i t o n  S-100 
O. 62, Lus e x t r a c t o s  butano'l icos s e  anal izaron  por crornatografl'a en 
s o l v e n t e  E .  
se coreh;ider& un orgttTaento basz;mta ~ 6 l f d o  en el sen'tido de que el R4.P 
ex6gano axa Etnwarcladarosustxata &or ;ta aazima, &a c~bstaate, se 
qwisa conf&mar es eoa 'eatm&tad~a feceuamh un aperimeteaa eon 
doble mar cs: E&&? g W W - { ' ~ C ) - G ~ ~ .  
~ ~ 1 ~ 4  solo y en presmde de w - ( ~ ~ c ) - c ~ ~ .  
14 controles : ~ r r o  apkeasldo 6W Era y UE-( C) --Gal y otro wando sofa 
U D F - ~ ~ ~ C ]  - G ~ T ,  &%a a c q t a  a&eaa. X l f m o t a s  de IDS exts;lctast 
WW-*c,al, scar das-potra* Ea presear=i;z, dal truc,2ebr;kdawadCa , si bien 
crPn Oa nrov%lLdcfd del Ls"gi4o-P-Gal cmu era da esgerwse, 
otra piirte en los fontroles sin BX3%, eon o s i n  
d e l  Erente d e l  %olvaprM. Tw tres casos se c w t 6  w t a  zona $el papea 
y sia snidfd rsdioactividad, discrimisando 3 2 ~  y f 4 ~ I  Laego de 
deducida Iw cmtribueih del  Xpida-fosE ata enR28gen0, cal~ulado con e3, 
rcntrol s i n  W, se ~ e g 6  a una releei6n 14~132~ de 1:1.13, para el 
C m  en a& c ~ o  anterior, el ;~resta de  la@ mtracws 
brr~a&1Sca;ts a@ tratd c?on fenol, L a  resultadas f T & h  16) indiean 
cas5~ la ruysgara Ebte mayor f49-50L),  auqua con godo alga aenor que 5a 
esperda (80-9SXI. 
Tabla 16: Tratamiento fen6 l i co  del mate r i a l  so lub le  en buranol 
- . --- ----- 
ot tenido en e l  experiuenro con doble marca. 
------- 
Fase feri6li  ca Fase acuosa Kuptura 
( cpm > C cpm) ( 2 )  
(*) n e l  caso de PM~'P s o l o  se midi6 3 2 ~ ,  en todos 10s den& casos se 
ciiidio" 1 4 ~ .  Los ex t rac tos  butanijlicos se ob tuvieron c m o  se seiiala ell 
l a  l eyea~da  dc l a  Figura 34. E l  t r a t m i e n t o  con fen01 a 1  5'32 Be 
efectu6 durante 3 i~oras a 68-70°C. 
A a s l i s i s  de las  f racciones acuos as provenierltes d e l  t r a t a -  
i~j iento fen6lico.- ~ o m o  en 10s casos an te r io res ,  l a s  fases acuosas se 
sometieroli a e l e c t r o f o r e s i s  (Figura 35). 
Sa observa l a  fomaei6n d e  hexosa-fosfato en todos 10s casos 
fienos en e l  proveniente de l a  incubacibn con ~ i 3 ~ l ?  so lo ,  (I) en cuyo 
caso e l  producto fud Pi. E l  material can doble narca tambie'n prdujo 
-... 
un porn de P i  (32) . i-3 $ m ~ k S  ST m f i n n 6  su  identidad por 
cromarograffs en papel con Solvente G. tas zonas con novil idad de  
llexosa-fosfato (11, I31 y IV Figura 33) se cortaron,  midieror~ y eluyeron. 
Ln e l  producto con doble marca (11) se obtuvo una r e l ac i6n  1 4 ~ / 3 2 ~  de 
0 .8  (corregido >or el conrenido i n i c i a l  de Lfpido-P-Gal end6geno). 
Los tres productos (11, III y IV) fueron t r a t ados  con 
fosfatasa alcaliua y sornetidos rt B i d r 6 l i s i s  a pki 1 (0.1 M I fC1,  10 minu- 
ros 100°C). Luego se aaalizaroxl por e l e c t r o f o r e s i s .  1x1 y IV 
n 6' u 
,O Gb-1- P PPi 
Or 
Fic;ura 35: Electroforasis en acetato de piridinio de las fases acuosas 
obtenidas por tratamiento fenijlico de 10s extractos butan6;Licos pro- 
vcnienres del experiment0 con d ob l s  marca. 
- - 
grodujeron en mhos casos unz sustancia neutra. E l  product0 con doblc 
rsarca (11) tanto por tratamiento dcido como erlzimCtico produjo 2 
picos: uuo neutro que conteda solo 14c y otro con l a  ~oovil idad del P i  
que solo contenfa 3 2 ~  (Figura 36) . Para ahos tratmientos la  
Dl STANCIA 
Figura 36 : Eleetrof oreaie en =e l  ooq buffer acetate de p i r i d i n i o  
de la hexosa-~oblemm~'k@reada, rratada s m  fasfatass alcalina 
6 hidr6lisis a331 1. 
-- 
relaci6n 14~/323 fub de 0.9  (corregido por e l  valor i n i d a l  d e l  
~fpida-PcGal end8geno). La idantidad de las zanas neutras dc mbos 
trataientos ss confirad par etlud6n y subsecuente crmatograf$a can 
Solvente H: nigraron comu galactasa (Figura 37a). La identidad del 
Pi se colzfslmd por cronatsgraffa en Solvente G (Figura 37b3, donda 
xligrb coma P i .  
Lo anterior confirma entonces e l  eargcter de swtrato  que 
~nglis is dc la? f ases orggnicas pr ouenientes d e l  tratarslien to 
mr, fe;?nal.- En las c~tatro casoa (Tabla 16) el din$lisis de astas fases 
DlSTA NCI A 
a) Zona neutra  de: b) 'Zona cargada de: 
F i ~ u r a  37 : CromatografIa en  papel  de  ---- l a s  zonas neu t r a s  (Solvente  H) 
y carga* ( 'Jolvente G) provenientes  -- de l a  degradacio'n a pH 1 o con -
fo s f  a t a s a  a l c a l i n a ,  d e  l a  hexosa f osf a t o  -- doblernente marcada. .- 
(Figura - 36) 
1 0 0 0  
E 0 
defilostr6 que se t r a t a b a  d c  productos s i n  degradar .  En l a  Figura 38 
se muestrari cromatografilas en papel  en  Solventes  d y J: 10s p e r f i l e s  
son p rac r i can~en te  idBnt icos  a 10s obtenidos con m a t e r i a l  s i n  
t r a r a r  (Figura 3 4 )  para e l  caso d e l  Solvente  E. Sirni lares  
r e su l t ados  se obtuvieron con e l  Solvente  J.  
fi d i f e r e n c i a  d e l  Solvente  E ,  e l  Solvente  J no degrada a1 
'> 2 FIl? P y l o  s epa ra  per fec tauente  d e l  derivado ga l ac tos i l ado .  Cono 
s e  l o  d i . s e ~ 6  ex1 10s Gltiiaos meses de e s t e  trabajo no pudo s e r  u t i l i z a d o  
en todos 10s casos. 
a 100C- Hidro'Lis~s pH1 ,,jI"n- H idro'lisis p H 1 - Fosf. Alcal ina - 
I 4 
Alcalina - 
Fr Or Fr 
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Figura 38: ~romatograf4a en papel con Solvcntes E y J de las fases 
- ---- 
org&icas provenientes del trataadento con fenol, ~ a b l a  16 (Experiment~ 
---- 
con doble marca) . 
3 2 Sc confirnko' que e l  FbI P ,  recuperado de la fase fenblica, 
t'siraba intacto, u t i l i z ~ n d o l o  carnu aceptor exdgeno en una incubacidn 
14 
andlogiz a 1a.s vistas: en presencia y en au~errcia de UDP-C C)-Cn.1, 
Se reprodujeron 10s wesultados arriba descritos. En otras palabrm, 
c i  la incubaci6n n i  e l  t ratamiento ferr6lico a l t e r a n  la cayacidad 
aceptora d e l  E'MI? que pueda pemmecer  en la  f a s e  fen6l ica .  
Por o t r a  p a r t e  se confirm6 tambign que es e l  Solvente E 
3 2 y no la  incubacidn l a  que destruye gran p a r t e  d e l  FM P l iberando 
P i :  tan to  e l  product0 de l a  incubacibn con P M ~ ~ P  s o l o ,  como e l  
doblemente marcado migran con e l  f r e n t e  d e l  Solvente F (Figura 39). 
En este sistema e l  P i  queda en e l  origen. 
Figura 39: ,Cronatograffa en papel  con Solvente F de l a  f a s e  orghnica 
d e l  t ra tamiento  fenBlico (Tabla 16) para 10s productos que s e  seiialan 
en l a  Pigura. 
Lxtraccio'n del aceptor de Acetobacker x y l i n m  
Como mate r i a l  de  p a r t i d a  para a i s l a r  e l  aceptor se uti- 
lid t an to  la  cepa de A. xylinum b42 como l a  8747. 
NUMER 0 DE FRACClON 
Figura 40: Cromatogreffa en colupma-de DW-celulosa del ex t rac t0  
iiutandlico de A. xylinum 842 y de FMJLP. La  capacidad aceptora de 
las 4 fraeciones en que se dividieron 5 s  eluidos  de l a  co1mna de 
chica  (PI, 11, Iff  y IV) se dosd c m o  se indica e n  Materiales 
y ~Gtodos .  La incubaci6n t i p o  confenfa: 0.6% de Tri ton X-100, 
0.62 m o l e s  de V D P - < ~ ~ C ) G ~ ~  (92.7 u~i /urnol)  y enzima P30 (64.5 ug 
protefna). Las bar ras  indican l a  cantidad de ( l 4 ~ ) h e x o s a  incorpo- 
rada con cada fraccibn.  Controles: (14~)hexosa incorporada en 
ausencia de e lu idos  de la columna, per0 en presencia de Tritau X-130 
( ) o d e  Tri ton X-100 y de 2.5 m o l e s  de WfP 110 radioactive ( 0 ) . 
(A- A) F M ~ ~ J ? .  
E l  procedimiento se describe en  Materiales y Piaitodos, 
Los Etxtractos l i p f d i c a s  crudas, se pur i f i ca ron  parclalmaate per  
cromatografza en columnas de DUE-celulosa chicas,  y 18s d i a t i n t w  
f racciones s e  dosaron midiendo s u  capacidad para  es t imular  l a  
s f n t e s i s  d e l  ~ f ~ i d o - P - G a l .  En l a  Figura 40 aparece e l  p e r f i l  
ob tenido con ex t rac to  l i p f d i c o  de la cepa 042 c ~ a n a t o g r a f  iado 
junto  con una alTcuota de p ~ ~ ~ l ? .  Se observa que l a  mayor capaci- 
dad es t imulante  d e l  e x t r a c t o  ca-eluy6 con e l  f i c a p r e n i l  fosf  a t o  
radioactive . 
Id6ntico perf il cromatogrbfico s e  obtuvo con ex t rac tos  
lipl 'dicos de l a  cepa 8747, que no s i n t e t i z a  zooglea ni celulosa.  
Para conocer l a  cantidad de aceptor  endbgeno presente 
en l a s  c6lu las  se s igu ie ron  dos mikados: 
En e l  mftodo a ) ,  con enzima P3* de A. xylinum B42, se 
dosaron ex t rac tos  (Fraccien I11 de l a  columna de DEAL-celulosa) 
obtenidos de cepas 842 y 8747. 
En e l  m6todo b)  se midi6 l a  capacidad endijgena aceptora 
de galac tosa  presente en enzima P30 preparada con anbas cepas. En 
14 arnbos ~ndtodos s e  usaron concentraciones sa tu ran tes  de UW-( C)-Gal. 
Aunque e l  rango de v a r i a c i b i ~  es rnuy gtande, 10s r e su l t ados  
(Tabla 17) revelan  que l a  cepa W42 posee aproxixttadamente e l  doble de 
l lp ido-fosfa te  aceptor  que l a  8747. En e s t a  Gltima por o t r a  p a r t e ,  
no s e  ha detectado ac t iv idad de g a l a c t o s i l  t ransferasa .  Para l a  
cepa b42 10s a n s l i s i s  abtenidos con 10s dos mEtodos fueron razonable- 
menta coincidentes aunqut! 10s datos obtenidos con e lm6todo  a) 
f ucron s i s t e m a r i c m e n t e  nlayores. 
1c~bla  17: Dosaje Je l fp ido  aceptor  da Acetobacter .--- . xylkium. 
Cepa de A ,  xylinum 
t s i p  leada 
IncorporaciSa d e  I4c galac tosa  dossda 
como : 
- - - - 
C42 ( s i n t e t i z a  ce lu losa)  26 - 4Q 
5747 (no s i n t e t i z a  celulosa)  9.1 - 20 
14 a) El dosaje se efectuS u t i l i z m d o  32.4 n ~ o l e s  d e  UDP-( C) -G a l  
(11.5 uCi/umol) , 0 .bi: d e  Tri t6n  X-100, enzima P3Q cepe 842 y 
1/100 d e  l a  F I31 de ceda cepa e incubando 120 mlnutos a 3u°C. 
an ambos cnsos las c i f r a s  es t6n  corregidas por l a  con t r ibuc i6 l  
de aceptor  enciiibeno. b)  h l  dosaje se hizo como en (a) pero 
s i n  e l  agreeado d e  frzcciijzl ZIT. L a  fraccio'a PgC de l a  cepa 
8747 coriten$a 1 C 5  ug de protefna) .  
ill p u r i f i c a r  10s ex t rac tos  de ainbas cepas rriediante cro- 
matograffa en coluunas de DL&-celulosa, se obtuvo una g r a r  cantidad 
de s u s t a n c i a  en l a  f racc i6n neut ra  ( 1 3 ) .  Se iutentd erktonces 
r e a l i z a r  uria extracciiSEl en dos e tapas  con el obje to  de separa r  d e l  
e x t r a c t 0  crudo 10s l f p i d o a  neutros.  Para e l l o  se e x t r a j o  p r h e r o  
con acetona y luego con buraziul. I,os dos ex t rac tos  se pur i f i ca ron  
por cromatograffa en colmnas  de DfiAL-eelulosa, y se doe6 capacidad 
aceptora en todas las f racciones. 6n a ~ i t o s  casos se obtuvieron 
p e r f i l e s  s in i i l a res  a lo@ de l a  Figura 40, e s  d e c i r  l a  fracci i in can 
capacidad estirriulante Eu@ tambign l a  111. 
Con l a  f raccidu XII del e x t r a c t o  acetSnico y l a  FIII 
d e l  butan6lico se rea l i za ron  incubaciones en pa ra le lo  pa ra  v e r  
cual  de ellas es tirnulaba m6s l a  s z n t e s i s  de tgpido-P-Gal. Los 
resul tados  (Tabla 18) indican que l a  f raccidn cet6nica es l a  m'is 
ac t iva ,  por l o  tanto  en  l o  sucesivo se e x t r a j o  en  una s o l a  etapa 
y directamente con butanol  (o cloroformo-metaco1 2:l).  
Tabla 18: Capacidad est imulante de la  skn tes i s  de Lipido-P-Gal 
de 10s lzpidos obtenido's por  extraccibn prSnero con acetona y 
luego con butanol. 
- 
Condiciones de incubaci611 pmoles ( l4e )  hexosa/mg 
de proteS~~ii .  
- 
+Triton X-100 
+Triton X-100 I- FIII acetolla 
+Triton X-100 + PI11 butanol  
Se incub6 en las condiciories t i p o  con 0.67; de Tr i ton X-100, 0.65 
nmoles de U D P ( ~ ~ C ) G ~ ~  (86.1 uCi/umol). Se us6 como enzima la  
f racci6n 548 (144 ug de proteiina). De ambas f racciones  se usa- 
ron cantidades comparables : 1/100 de l a  FI I I .  
Como l a  preseucia de un fos fa ta  unido a un alcohol 
a l l l i e o  en el. aceptor endbgeno de A. xylinun ya ha s ido seiialada 
(Gs), se t rato '  de conf imar  si e l  aceptor detectado e n  e l  
e x t r a c t o  l ipzdico pur i f icado por columna t enfa  l a s  propiedades 
esperables en ese  t i p o  de  unidn. E l  c r i t e r i o  seguido c o n s i s t i 6  
en ver s i  por h i d r b l i s i s  dcida perdla  su capacidad est imulante.  
7 \ 
Para e l l o  sc l o  t r a t 6  a phZ en pa ra le lo  con una muestra de FIB'. 
Ln e s t a s  condiciones arnbos productos perdieron l a  capacidad 
aceptora aun en presencia de cnntidades sa tu ran tes  de UDP-C;al 
(Tabla 19). Cmo se observa en la  Tabla en  e s t a s  concliciones 10s 
compues tos d -s aturados (DoU4F) no son af ectadas . 
Tabla 19: i i i d r 6 l i s i s  a $2, de l a  Fraccidn 111, FMP y DolMP. 
- 
Condiciones de incubacid n pmoles de (14c) hexosa/mg 
prote ina  
+Triton X-100 
+Triton X-100 + F I I I  s i n  h i d r o l i z a r  
+Triton X-100 + FII I  hid70 l izada  
+Tr!iton X-100 + RIP s i n  h i d r o l i z a r  
+Triton X-100 + FMP hidrol izado 
+Triton X-100 + DohHP s i n  h i d r o l i z a r  
+Triton X-100 + Doll@ hidrol izado 
S e  incubo' 90 minutos en las concliciones t i p ~  con 0.6% de Tr i ton X-100 
19.3 m o l e s  d e  U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ ~  (11.3 u ~ i / u m o l )  y,  donde se ind ica ,  
Cl.4 m ~ o l e s  de W, 1/100 de FIT1 y una cantidad no determinada de 
DOUG' . 




Con este obje to  se u r i l i z a r o n  dos t igos  de mater ia les :  
a) La  fracciBn I11 se h i d r o l i z 6  a pH2, se e x t r a j o  con gter de pe t rd lea  
y anal izb  l a  f raccidn etgrea.  
b) r l  ex t rac t0  e tgreo mencionado en a) se volvi6  a fraccionar por 
cronlatograffa ep columna de DEAE-celulosa y se analiz6 la  f raccidn neutra. 
Los resul tados  obtenidos con mbos mater ia les  (Figura 41) 
"., 
muesrran picos de nasa  especff ica  (m/e) 7 66 748 que corresponden a1 
undecaprenol y a s u  producro de desnidrataci6n as: cdmo o t r o s  
picos: 698 y 680, que corresponden a 1  decaprenol y s u  product0 de 
Figura 41: Espectro de masa de  10s ex t rac tos  l i p f d i c o s  de l a  cepp 
de Acetobacter xylinm B42. 
de deshidrataci i in;  y ,  p o s i b l a e n t e ,  tcmbidn un pico  dc masa 612 
correspondiente a1 nonaprenol menos agua. Estos da tos ,  unidas a 1  
iiecho de que e l  i 6 n  m& abundante posee masa 69 y que grupos de picos 
dif iereiz en masa 68 (679, 611, 543, 475 e tc . )  revelan l a  presencia 
Je una f m i l i a  d r  pol iprenoles  d e  9-11 unidades de isopreno. 
Se observan admgs o t r o s  picos d e  gran intensidad (602, 
57G, 264, 199) que aunque no encaja~z en e l  esquema de rup tu ra  d e l  
uliclecaprenol probablemente corresponden tambi6rs a o t r o  cmpueato 
de natura laza  pol ipren6l ica .  La in tens idad r e l a t i v a  de es tos picos 
con respecto a 10s derivados d e l  undecaprenol, v a r i 6  en cada pre- 
paraciBn ~ i l a l i z a d a .  
Activacidn por o t r o s  e x t r a c t o s  l i p l d i c o s .  
@ a r t e  d e l  FMP y d e l  e x t r a c t 0  l i p f d i c o  de Acetobacter 
xyl inun,  s e  e fec tuaron  ensayos de  es t imulac i6n  de l a  s l n t e s i s  de 
~zpido-?-Gal con e x t r a c t o s  l i p f a i c o s  de: a r v e j a ,  s o j a ,  i n s e c t o  e 
nlgado de cerdo. La Tabla 20 muestra una exper ienc ia  r e a l i z a d a  con 
cada uno de e l l o s .  Se observa que en  las condiciones 
'I'abla 20: E,st?~nulo en  l a  s z n t e s i s  de  ~ f p i d o - p - ~ a l  con d i f e r e n t e s  
- 
e x t r a c t o s  l f p i d i c o s .  
(14c) ilexosa l i poso lub le  
(cpm) 
+Tr i ton  X-1d0 y DoDP d e  hfgado de  cerdo 
+Tri ton X-100 y aceptor  d e  a w e j a  
+Tri ton X-100 y aceptor  d e  s o j a  
+Tri ton X-100 y aceptor  de  i n s e c t o  
La lnezcla d e  incubacidn t i p o  contenia  0.78 nmoles de  U D P - ( ~ ~ C ) - G ~ ~  
(268 uCi/umol), 0.62 de T r i t o n  X-100 y donde s e  i n d i c a  2 . 1  nmoles 
tie mlP, 2.0 runoles de  Do1E.P y cant idades de e x t r a c t o s  l i p f d i c o s  de 
a r v e j  a ,  sc ja e i n s e c t o  capaces de  e s t imu la r  10s sistemas que se 
i r ~ d i c a n  en l a  Tabla 21. S e  itrcubd durante  30 minutos a 30°C. 
d e l  ensayo s o l o  e l  DoLMI? de  hfgado de  cerdo es t imul6  l a  s l n t e s i s  
de ~Spido-P-Gal. Se debe sef ialar  que cada uno d e  10s e x t r a c t o s  
u t i l i z a d o s  est iulul6 l a  s f n t e s i s  d e  10s l lp ido- fosfo-~zGcares  que s e  
i l ldican en  l a  Tabla 21. 
Tasla 21: Cxt rac tos  l i p f d i e o s  usados y sistmas que est imulan.  
- -- -- 
k t r a c t o  a i s l a d o  de: Sistema enzixudtico Prnducto 
usado e s  timulado 
Ref crenc in  
Arveja 
I n s e c t o  
Arve j a LSp ido -P-Glu 
So ja  Bigado de rata Do W - G l u  
&ado de cerdo Hlgado de rata Do UtP -G lu (30) 
--- ---- - 
Debido a e s t o s  r e su l t ados  y s i n  optirnizar co i~dic iones  p a r a  
10s d a d s  e x t r a c t o s  s e  continuo' t rabajando s o l o  con e l  DoUlP d e  hlgado 
PRENOL MONOFOSFATO +MI 
Pigura 42: Lfec to  d e  la  coucent rac i6  -2&-,--- de  prenilmonofosfato. - La mezcla 
t i p o  contenl'a: 0.62 m o l e s  3 e  Urn-( + G a l  (134 uCi/umol) , enzima P 
(64.5 ug proteins) , 0.62 d e  T r i t o n  X-100 y las cant idades  de  E15' ( o 3!? 
y DoD&' ( ) clue s e  indicaii .  
v 
lmU2 y FkE sabre la sfat;wis de tfpida-2-(;al, CWO s@ abserva 
a1 par"ec@r sS, Do12.Ik" n bajaa conceatrar;3iw as tfrsula aauoa qua a11 
z?E" l a  sl5lsl;@$ia daP fiplSd~-aa%cax. 
Cap lo% productw ohtenidas, s in  ladidmies y en gre~escia 
de Pi%? y I;k3U@ afoctud el tratzt.ati~nto f a d l i c a  my08 resultadag 
sa i r u f i a n  en 1a Table 22, SI observa urka t~nal~gfa  erikrtz.. el 
-Gal g a1 Lfpida-P-Eal abtsaakd~ coa E X  aeep.t;fX tzndci~eno, ya gsre 
mtrit313 fueran icamt2tativanent;e de?gradad~s; aa cmbAo, ezL IhUB-Eal 
1rasiulg6 xmf strtlute a1 dap'ral m estzis m&icirra-. &$logos rasu?,tadas 
sa sbtuviorarr par reducci6n cata33tic.a c ~ n  Ei2 (Ta'wZar 14). La 
&iEerimcia da e~a.~s~rP@iento anrre 1 0 ~  wmpaeatoa ftrrmados For an 
flpido "Cr-insntarriida -ff icspraaaQt), d@ lee famadus par un lligido 
31 trdtmienko ae him corn ~a s & d a  em Mazerial~% y 
M ~ % O ~ W  durante 3 horas. U s  ouastras du R I P - ~ I ~ c ) - G ~ ~  y 
~krl~t"-(Ih~)-~al  eaur~cnfxm un 2% d*! ~ f p i & - ~ - ( ~  C)-Gel end8gen~ de 
sswardo a %a cantidad d& acaptoz ewlbE3jem present& an el preparado 
enzimGtibcb wad@ para su s f n t e ~ i s *  
~ s t i ~ i ~ u l s c i d n  cle l a  formacidn de  ~ f p i d u - P P - G l u ~ o r  e l  agregado d e  ET.IP. 
------- -*--- ----- -
Se 11a podido desnostrar que e l  tzpido-PP-Glu e s  un interme- 
d i a r i o  en  l a  s f n t e s i s  d e  un glucano, s o l u b l e  en agua, y d i s t i n t o  
de l a  ce lu losa  y d e l  alrniddn (73).  
.- - - - 
Se i n t e n t 6  ve r ,  en colal>oraci6n 
% T R I T O N  X-100 
Figura 43:  Efecto d e l  T r i t o n  X-100 y d e l  FMP sob re  la formaci6n de 
----- -------- 
Lfpido-PP-Glu Y de ~ o l f m e r o  a 0°C. La mezcla t i ~ ~  s e  incubb 60 
---- 
--
minutes a 0°C y conienfa:  0.58 m o l e s  de U D P - ( ~ ~ ~ ; : G ~ ~  (309 uCi /mol )  , 
enziina P30  y 1-as cant idades  de FMP y de de tergente  que se ind ican .  
~1 ~ i ~ i d o - P P - G l u  y e l  p o l h e r o  s e  determinaron como se  se i ia la  en 
[ l a t e r i a l e s  y i-Igtodos . (A- + -A)  Ll'pido-PP-Glu s i n  RfP , (#- - - 8 )  
LE~ido--PP-Glu con 0.25 m-oles cie E't.IP, (A  -A) polZmero s i n  FLIP 
(0 - 0) pol&lcro con 0.25 l z ~ ~ o l e s  de ET@. 
con R.C. Garcla ,  s i  por e l  agregado d e  FMP exBgeno se lograba  estirnular 
i a  s l l l t e s i s  d e l  g l u c a l ~ o  o d e l  i n t e rmed ia r io  o de  ambos. 
1.11 l a s  condiciones empleadas incialmente (I 11corporaciSn a 
pa r t& c!e LDP-C~UL 10s d e t e r g e ~ t e s  i nh ib fan  l a  s z n t e s i s  d e l  glucano 
- -- - *-7 ('igura 16) y s o l o  excepcionalmente s e  observd l a  fornkacidn de 
i5piuo-VP-Glu en p re senc ia  d e  T r i t o n  X-100 y d c  RIY (Figura 15) . Todos 
e s t o s  e s t u d i o s  se l l eva ron  a cab0 incubando a 30°C. Teniendo en  
cuenta que , en ausencia  de de te rgen  t e s  , l a  f or1naci6n de  LZpido-PF-Glu 
a s  d p t i n a  a O*C (73 ) s e  retom6 e s t a  inves t igac i t in  t r a b a j a ~ ~ d o  a 
Laj as teay e ra tu ra s .  
~1 eFecto de  cant idades  c r e c i e n t e s  de T r i t o n  X-100 s o l r e  
i rmibaciones a 0°C s e  ntuestra en l a  Figura 43. En e s t a s  condiciones 
e l  de  t e r g e n t e  cont inua i n h i l i e n d o  l a  f ornlaci6n de  Llpido-PP-Glu 
pero e s t e  e f e c t o  e s  no s o l o  r e v e r t i d o  por e l  agregado de FMP s i n o  que 
a una concentracio'n d e  0.12% de Tr i ton  X-100 se observa e s t in~u lac idn .  
La s l 'n tes i s  de  polia-tero no fue' t an  a fec tada ,  pero en  te'rminos 
~ c n e r a l e s  en  p re senc ia  d e  EYE? y cietergente,  esyecialmente a b a j a s  
conceutraciones dr: es t e  Gltimo, se observ6 un L i ~ e r o  estZrnulo. 
U t i l i z a i ~ d o  l a  concentracibil  6p t ima de de tergen  t e  (0.12X) 
se i i ~ v e s t i g d  e l  e f e c t o  de l a  concentracidn de UE-Glu (Figura 44) .  
S i n  ad ic iones  o e n  p re senc ia  de  T r i t o n  X-100 a una concentraci6n 
30 1.111 de UDP-Glu s e  l l e g a  a una nleseta. Ln presenc ia  d e  Tr i ton  X-100 
y I;?.IP se observan est imulaciones d e l  orden d e l  100X, y ademgs no se 
l l e g 6  a una rneseta s i n o  que aun a concentraciones mayores de  
30 uPl UnY-Glu s e  observb un gradual  increment0 de l a  incorporaci6n.  
La s l ' n t e s i ~  d e  pol5rnero a e s t a  temperatura e s  nluy pequeiia, 
pero tarabi8n fuc5 estintulada t a n t o  por l a  ad i c i6n  de Tr i ton  X-100 s o l o ,  
Figura 44: Lfec to  de l a  concentraci6n d e  UDP-Glu sob re  l a  fornlaci6n 
------- -- 
riel ~ipido-PP-Glu. Se incub6 a O°C, 60 minutos con enzima Pgo y 
l a s  cant idades  d e  UDP-(14c) 4 l u  que se ind ican ,  (6- 6 ) s i n  
ad ic iones ;  (A- A )  con T r i t o n  X-100, 0.12%; (A-A) con T r i t o n  X-100 
0.1276 y 2.2 nmoles de FkP. 
conlo por l a  de XQfP y detergente .  
menores (20-502) . 
Los incrementos obsewados fueron 
i'rnB1i.s is  de produe to .  
------.-- 
L l  ~ a t e r i a l  1 iposo luLle  obtenido en p re senc i a  de FPIP y 
de te rgen te  se i d e n t i f  i c 6  como ~ f p i d o - P P - ~ l u .  Yor cronatograf  fa  
en colurnna d e  DdM-celulosa se obtuvo e l  p e r f i l  que se i n d i c a  en  l a  
Figura 45. P a r t e  de  dicho  material cromatografiado en papel  se 
NUMERO DE FRACCION 
P i . ~ u r a  45: Cron1atograf4a en columna de DEU-celulosa d e l  m a t e r i a l  
I- -.--I---.---------TI------- --- 
s o l u b l e  en  bu t ano l  obtenido en prcsenc i a  de  EW estbgeno. I,a mezcla 
- -------------- ---- -- ---- ------- --------- 
t i p o  contenfa:  10 nmoles de UDP-(F) 41.11 (1Ci7.2 u ~ i / u m o l )  ,
7 nrnoles de  FPP, 0.09% de T r i t o n  X-100 y enzima P30 (200 ug de  
y r o t e l n a ) .  Se  incub6 a 15°C du ran t e  60 minutos. La columna 
(0,U X 3 1  cm) fue' d e s a r r o l l a d a  como sc in t i i ca  eu  Mater ia les  y Mgtodos. 
movi6 con e l  f r e n t e  a e l  bo lvente  F y en Solvente  E produjo e l  Gster 
c z c l i c o  de l a  glucosa 1 , 2  fos f  a to .  l'or h i d r b l i s i s  a'cida suave 
( p r ~  2 ,  ~ U O ~ C ,  10 minutos) sc degrotlo' en un 842 l i be rando  14C' 
s lucosa .  Tra tado  coil f e n o l  (:>OX f e n o l ,  10 minutos,  68-70°C) rltl 
89,, cle l a  r a d i o a c t i v i d a d  pas6 a  l a  fasc? acuosa;  dictio m a t e r i a l  pos 
e l e c t r o P o r e s i s  en a c e t a t o  de p i r i d i n i o  migr6 con l a  nov i l i dad  de 
klucosa p i rof  o s f a t o  (68).  
T,a den~os t rac idn  de que e l  Fa' es s u s r r a t o  y no un a c t i -  
vador de l a  reacc ibn  de s f n t e s i s  de Lzpido-PP-Glu, se  l l e v 6  a cabn 
en fomua anbloga a  l a  u t i l i z a r l a  en el casu d e l  1,lpido-P-Gal. Se 
realize' un experis:iento s int i lax a 10% d e s c r i t o s  per0 usa~ldo  doble  
alarcaciijn: F!432~ y U W - ( ~ ~ C ) - G ~ U .  
E l  esceso de  R ~ ~ ~ P  se sepa r6  d e l  F - ~ ~ I ~ - ( * ~ c ) - G ~ u  forr,la- 
do iJor c r o u l a t o ~ r a l i a  en colunna de Diiw:-celulosa (F igura  46). 
t'i una concentraciBn de a c e t a t o  cie arnorlio 1) . 2  f.1 e l u y e  
a O .4 :f aparecr  i n a t e r i a l  con d o l ~ l e  marcaci6n en l a  zona en que ,  el) 
coluruilas c o n t r o l ,  e luyc  e l  Ll'pido-PP-Glu f orn~adu con aceptor  eiid6ge~xo. 
La i d e n t i d a d  d e l  cot,lpiies to con doble  inarca ( i r a c c i o u e s  15-lb) se 
e s t a b l e c i 6  por  t r a t m i e n t o  coil fe t lol .  Un 94;; de la  r ad ioac t iv idad  
se tralisf  i r i 6  a la  f a s e  acuosa. Cste m a t e r i a l ,  que coiltenfa 
1 4 ~  y 3 2 ~ ,  por e l e c t r o f o r e s i s  en a c e t a t o  d e  p i r i d i ~ i i o  migr5 con l a  
i~ iov i l idad  de g lucosa  y i r o f o s f a t o .  
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E'igura 46: Croniatograf4a en colunitla de  DLh-celulosa d e  mater ia l  
lipusoluirle obtenido con do'ule .warcac.i6n. La mezcla t i  o que 
- 5 contenfa 10.7 nmoles de UDP-(~'C)-G~U~~.~~ nmoles de Fb.13 P,  0.122 
de Triton X-100 y enzima j?30 se incub6 a O0C, 120 miautos., La 
columxia (5 x 40 nm) se lavb coil 1 m l  d e  metanol 992. Luego se 
eluyo' en fomta discontinua usando concentraciones crecientes d e  ace- 
tato de monio en rnetaiiol 992: 0.1 14 ( 1  ml), 0.2 rl ( 1 m l )  y 
9 . 4  El ( 2  ~ n l ) .  Se colectaron fracciones d e  0 . 3  n l .  (0----0) 321?, 
(A-A) 14c. 
r ios  en cuariro a l a  s l 'n tes i s  d e  Lfpido-PP-Glu, no asi para I n  sliltesjs 
d e l  k)olinlcro, (jut? a clicha Lemperatura e s  PUY pcrlueria. CIA v i s t a  d c  
elLo se Luscaron ot rus  c o ~ i d i e i o ~ ~ e s  . 
hi1 la  Tabla 23 aparecen 10s r e su l t ados  3e incubar  a 0°,  
15", y 3i1°c. 
,,.-. h b l a  23: IrleorporaciBll d e  (14c) nexosa a m a t e r i a l  l i p o s o l u b l e  y a 
--w -,------ -- - v
pol i iwro  a u'", 15" y 30°C. 
----- -- 
s i n  a d i  c iones  11 
+Tri ton X-100 y 
F? if' 
La x e z c l a  tipo se incub6 durante  30 rninutos a las t e a p e r a t u r a s  i nd i -  
cadas. ~ o n t e n i a  (i .6 ximoles de IJW-( '~C)-G~U (309 u ~ i / u m o l )  ; enzima 
P30 y, cuatda se i nd i ca ,  0.03% d e  Tr i ton  :;-I06 y 1.8 nmolas de @I?. Sc 
inactid y procesd conlo se i n d i c a  en E4ateriales y iGtodos. 
Se observa qua sin adic isnev  l a  cant idad de  polzinero formaio 
es di ree tameate  proportional a l a  t a p e r a t u r a .  Se  ve  tambie'n que e l  
~ f e c t o  i1z; i i l i tor io d e l  dcterget l te  es i:lSxino a 3u°C, y que a 0"  y 15°C 
el  es tZ~;ulo por FMP. es rrtayor sobre e l  n a t e r i a l  bu tac6l ico  que sobrc  e l  
poliiilero, y nulo a 30°C. i.0 obs t an te ,  a 15°C s e  observ6 un i nc re~acn to  
d i s c r e t o  en la  cantiGad d e  polrraero forrnado. 
2e investig6 eatouces el efecto  de la csncentraci6n de 
FIGJ a e s t a  temperatura {Figura 47): a mayor cantidad de BfP anme;x?ti, 
I n  cailtirlad de 1,fpido-k3P-C1.u s intet izado (el, material l i p o s o l u b l ~  
se carncteriz6 taco Liipido-IT-Glu por l o s  i n g t o d ~ s  ya vis tos) g tam- 
bigs aumentli, aamque en racnor proporci611, la sPntesis d e l  po1Z111ero. 
htplicatido Is cant idad clr UDV-(~~C) -Glu sc ob tuvierou es txmulos 
niuci~o riwjiures (Tabla  24)  para el polfnlero. 
.- -- 
Sin ad3 c toixm 
Lip id a-PP -G Xu 
Los resul rados  a r r i b a  d e s c r i t o s  fueron todos obtenidos con 
f r a ~ m e n t o s  ce lu la res  (enzina P30). dn esm condiciones , en presencia 
dc R%P y Tr i ton  X-100, no sa observ6 la formsci6n de  l fp ido  d i f o s f a t o  
celobiosa (Lfpido-PP-Cel) , o t r o  de 10s llpido-aziicares carac ter izados  
en e s t e  orsanismo (68). 
Se emplearon' entorzces c6lulao en t e r a s  t s a  tadas con LDTA, y 
las incubaciones se l levaron a cabo a 15"C, pues en esas  condicioues 
se pileden d e t e c t a r  toiIos 10s cmponentes d e l  s i s t m a  (Garcla y nanlcert 
en preparacisn)  (Tabla 25). hn presencia de Tr i ton  X-100 y AP 10s 
cuat ro  compuesros se increnentaron d i s c r e t a r ~ r n t e ,  aunque e l  ~ z p i d o - y - ~ a l  
y e l  Lfpido-PP-G1.u awnentan por e l  so lo  efec to  cie detert;ente. No 
ob'stante parece claro que e l  FMtl t m b i g n  est imula l a  formaci6n d e  
Ll'pido-PP-- el. Es te sis tewl posiblenlente of rezca las m e j  ores  
14 Tabla 25: IncorporaciBn de ( C) hexosa a mater ia l  so luble  en 
butanol y a1 p o l h e r o  con cdlulas  t r a tadas  con EDTA. 
Condiciones d e  
incubacien 
- 
(14c) hexosa (~moles )  
s i n  a d i  c i  ones 
La mez l a  t i p o  se incub6 60 minutos a 15°C con 0.65 m o l e s  de 
1 E  UDP-( C)-Glu (268 uCi/umol); 0.09% de Tr i ton X-100, 4.5 nmoles de F?lP 
y enzima (cglulas  t r a tadas  con EDTA 860 ug proteins). E l  polfmero y 
e l  material l iposoluble  se analizaron como se seiiala en Materiales y 
Mi5 todos . 
Acep t o r e s  de Galactosa 
E l  prenol  monofosfato ga lac tosa  d e s c r i t o  en apartados 
an te r io res  t i e n e  toaas l a s  propiedades de un dador de galac tosa .  
lto obs tante  10s e ~ p e r k ~ e n t o s  efectuados para confirmar tal  funcibn 
no han tenido 6x i  to. 
Tanibign se i n t e n t 6  buscar algGn pol isacsr ido  que contuvie -
r a  ga lac tosa ,  pensando que podrfa ser e l  aceptor f i n a l  de e s t e  
azbcar. Csta t a r e a  tampoco tuvo 6 x i t o  per0 e l  t r aba jo  rea l izado 
condujo a l a  a i s l a c i 6 n  de  por l o  menos 4 compuestos cuya composi- 
c i6n  c u a l i t a t i v a  se pudo es tab lece r  en pa r t e .  
E l  e s tud io  d e l  ma te r i a l  ce lu l6s ico  obtenido a1 disgregar  
l a s  zoogleas (Plateriales y llgtodas) indico' que m s s  de un 98% de s u  
peso seco e r a  insoluble  en d l c a l i  y por l o  t an to ,  presumiblemente, 
ce lu losa  . 
l;k sobrenadante obtenido a1  cent r i fugar  l a s  c6lu las  se 
u t i l i z 6  entonces como fuen te  de polisac&idos,  obtenisndose f i n a l -  
rnente una c i e r t a  cantidad de mate r i a l  qur s e  l i o f i l i z " o * )  (ver 
a i s l a c i 6 n  de polisac$ridos en Materiales y i@todos). La Fig:ura 43 
mues t r a  una cromatograf fa en colwnna de DEAE-celulosa de d i  clto 
ma te r i a l .  S e  observan 3 picos  p r inc ipa les :  uno neutro (picoO() y 
dos de c a r l c t e r  anibnico ( p y y ) . 
(*) h l  m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o  contenfa aproximadamente un 30X de 
protezna. Tratamiento con f e n o l  (50% fenol ,  74-78O~, 1 hora con 
ag i t ac i sn )  redujo es ta cantidad a un 52. 
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Figura 48: Cromatografla en columna de  DEAL-celulosa de pol i sacZr idos  
-- 
p r o d u c i d o ~  p o r ~ c e t o b a c t e r  xyliaum 042. Se usaron 90 mg d e l  p r o d u c t ~  
l i o f i l i z a d o .  L a  columna s e  d e s a r r o l l o  conlo se i n d i c a  e n  X a t e r i a l e s  y 
!~Etodos. Los azGcares s c  dosaron por e l  inGtodo d e l  fenol-sulfGrico.  
P i  . Se h i z o  una h id r6 l i s i . s  t o t a l  e n  p re senc ia  de  r e s i n a  
Dot~ex 50. Por cromatoi;rafla en papel  con Solvetlte H s e  observaron 
3 conlponeiites con l a  movilidad d e  manosa, gl.ucosa y v e s t i g i o s  d e  
ramosa. La iden t idad  de  la  manosa, e l  azu'car aparentenlente mn"s 
abundailte, s e  confirm6 por cromatograffa en  pape l  en  Solvente  K .  
L s  te solveri te  d i scr imina  manosa, de  Eructosa y de a rab inosa ,  que en  
Solvente  Ii t i enen  pract icamente e l  mismo Rf . 
Sospecllando l a  presenc ia  d e  un manano s e  i n t e n t 6  
p r e c i p i t a r l o  con CU*. Se u t i l i z 6  l a  t 6cn ica  de  Algrana t i  y c o l  (211) 
y t a n t o  e l  material p rec ip i t ado  (a4 ) como e l  sobrenadarlte (OS1) se  
hidrolizaron en presencia de Dowex 50. Por crornatograffa en 
Solvente h, e l  material  provenience d e l  precipi  tado (d 4) permiti6 
observar aios 3 azecares, en tanto  que en e l  sobranadante (K2) 
so lo  se detect6  glucosa y ves t ig ios  de manosa. knf lo&os resultados 
se obruvieron con mater ia l  s i n  f taccionar por colmna de DEAE-celulosa, 
En este Gltimo caso e l  sobrenadante (4%~) de La p r e c i p i t a c i h  con 
CP se d i a l i z 6  en media gcido ( pWl)  y luego en medio neutro. Se 
t r a t h o o n  **amailasa, pero no se obsew6 degradaciljn descartgndase as$ 
la presencia de gluc6geno. Esta f racc i lgne  , entonees , parecerl'a 
contener por l o  menolip 2 componentes: OC43 42 
Picos 6 y Y . Con estos picos se hizo tambign una h id rS l i s i s  t o t a l  
en presencia de Dowex 50 pero, antes de anal izar lo  coao en el  caso 
anter ior ,  e l  pxoducto se sometib a electrofores is  en papel para 
separar compues tos  "neutr 0s" de "cargados" . 
Los p r h e r o s  resultaron ser nanasa y glucosa (en menor 
cantidad) en el  caso de l  pico @ , y glucosa y manosa (en menor 
cantidad) con vescigios de ramnosa, en e l  caso Be1 pico f .  
La identidad de l a  ramnosa, presente en pequeiia cantidad, s e  
deteminlj  en un hidrolizado d e l  mater ia l  s i n  fraccionar por croma- 
tograffa en DEM-eelulosa, S e  separd de 10s azGcarea "'cargados" por 
e lec t rofores i s  en acetato de p i r i d in io  y de 10s neutros por cromatografZa 
en Ejolvente H. E l  aedcar que migr6 carno ramnosa, se eluylj, y determino" 
por e l  mgtoda de Dische en condicionea especificas para dicho 
monosaciirido (200 y 201). 
E l  material  "cargado" d i e  2 cmpuestos en e lec t rofor&sis  en 
acetato de pir idinio ,  con l a s  movilidades de Qcido glucur6nico y de 
%do galacturbnico.  
La identidad d e l  primer0 se confirm6 por e l e c t r o f o r e s i s  
en buffer  borato, pues en  este sistema e l  Zcido glucur4nico s e  
separa  d e l  Gcido manurbnico, En e l  buf fe r  ace ta to  de p i r i d i n i o  
anbos gcidos t ienen mavilidad idbnt ica .  
La  presencia de  Bcido galactur6nico no pudo confirmarse 
pues e l  Qcido gluc6nico t i e n e  practicamente l a  rnisma movilidad, 
Tampoco se pudo desca r ta r  l a  ex i s tenc ia  de dcido manur6nico pues por 
e l e c t r o f o r e s i s  en buf fe r  borato no se separa  practicamente n i  d e l  
Scido galactur6nico n i  d e l  gluc6nico. 
Por cromatograffa e n  papel  de DEAE-celulosa (Whatman DE 20) 
en Solvente G,  se logro' una buena separacibn de dcidos uro'nicos de 
aldo'nicos. Lamentablemente 10s resul tados  obtenidos con e l  mate r i a l  
I I  cargado" f ueron ambiguos , aunque probablemente s o l o  e x i s  t a n  Zicidos 
urBnicos. En l a  Tabla 26 se resumen e s t o s  estudios.  
Tabla 26: ComposiciBn c u a l i t a t i v a  de 10s polisac5ridos a is lados  d e l  
sobrenadante obtenido a1 separar  ce lu losa  de cglulas de A. xylinum. 
AzGcar O C 1  < 2  @ k' 
glucosa + ft + i+ 
Scidos alddnicos - - ? ? 
- 
A l  mencionar e l  c i c l o  b ios in tBt ico  d e l  polisac6rido 0 en 
Salmonella newington se hizo  re fe renc ia  a La ex i s tenc ia  de c i e r t a s  
enzimas d e s c r i t a s  no en  dicho c i c l o  s i n o  en e l  de l a  murefna o 
pared ce lu la r .  Especificamente se seiial6 l a  ex i s t enc ia  de 
fosf a t asas  que c a t a l i z a n  l a s  reaccioaes:  
1.- Prenol-PP .-> Prenol-P + P i  (157) 
2.- Prenol-P -> Prenol + P i  (160) 
La enzima p o l i p r e n i l  p i rofosfa to  fos fa tasa  que actiia en 
l a  reacciBn 1 permite que e l  l fp ido  p i ro fos fa to  que se forma a 1  
f i n a l i z a r  un c i c l o  pueda i n i c i a r  o t r o  nuevo (Figura 7).  Conlo en  
l a  b i o s l n t e s i s  de 10s poliprenoles e s t o s  son l iberados como 
Yrenol-PP (17), e l  espect ro  dC e s t a  enzima deberfa ser amplio. 
La fos fa tasa  que c a t a l i z a  l a  reaccitin 2 solo  ha s ido  
d e s c r i t a  en S . aureus (160) . 
En l a  introduccitin a este t rabajo  se menciond tambie'n l a  
presencia de una quinasa que efectiia la fos fo r i l ac idn  d e l  a lcohol  
l i b r e  : 
3. - Prenol + ATP Pr enol-P + ADP (161) 
Esta reacci6n podrf a sex una v i a  a l t e r n a t i v a  para l a  
obtexici6n de Yrenol-2, aunque has ta  e l  memento s o l o  se ha d e s c r i t o  
en S . aureus (161) . 
La presencia de estas enzimas fub somersntaente analizada 
en es te t rabajo ,  encontr3ndose i n d i c i o s  de l a  exis tancia  de  las 
que cn ta l i zan  l a  reacci6n 1 y l a  reacciSn 3. 
Prenol quinasa 
Para inves t igar  la  presencia de e s t a  enzima s e  efectua- 
ron dos incubaciones sucesivas. En la primera de ellas se 
incubd e l  preparado e n z i d t i c o  P30 con A T ~ ~ P  a f i n  de permit i r  l a  
formacidn de  ren nil-^^^ con s u s t r a t o  enddgeno o ex6geno 
(f icaprenol)  . A3n l a  segunda incubacibn se agregb UDP-Gal, con 
el objeto de capturar  en  la f o r m  de ~ r e n i l - ~ ~ ~ - ~ a l ,  a 1   ren nil-^^^ 
presumiblemente s in te t i zado  en  la  primera incubacibn. Camo en 
10s casos an te r io res  s e  inves t ig6 l a  presencia de es tos  compuestos 
en ex t rac tos  butan6licos de las mezclas de incubaci6n. E s t e  
procedimiento en dos etapas se s i g u i 6  debido a que e l  3 2 ~  so lub le  
en butanol obtenido en l a  primera incubaci6n e r a  heteroggneo a 
juzgar por e l  perf il obtenicio luego de  cromatograffa en capa 
delgada con Solvente D. La segunda incubacidn a 1  penn i t i r  carac- 
3 2  t e r i z a r  FM P-Gal confiere especi f ic idad a 1  ensayo. 
Los resul tados  d e l  proceso t o t a l  (Figura 49) indican 
que l a  formaciSn de un compuesro con l a  movilidad d e l  FMP-Gal e s  
estimulada por UDP-Gal (Figura 49B) y que dicho estfmulo es mayor 
cuando a 1  sistema s e  agrega f icaprenol  (Figura 4 9 ~ ) .  
Los compuestos con R f  = 0.85 de las incubaciones C y D 
fueron e lu f  dos y sometidos a tratamiento con fenol .  E l  product0 
obtenido con UDP-Gal (incubacisn D) se degrad6 en un 60% en t an to  e l  
con t ro l  sin UDP-Gal, (incubaci6n C) solamente l o  hizo en  un 30%. 
+ Fi cap-end 
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Figura 49: Prenol quinasa, La incubaci6n se efectu6 en 2 etapas 
( I la ter ia les  y MBtodos) . En l a  primera, l a  mezcla t i p o  'contenfa 
6 2  nmoles de A T ~ ~ J ?  (8.5 x lo8  cpm/umol), 0.15% de Tr i ton  X-100, 
enzima P 3 0  (189 ug protefna) y, donde se indica ,  84 m o l e s  ds 
f i capreno l  (incubaciones C y D). En la segunda etapa,  se agrega- 
ron 62 nmoles de UDP-Gal (incubaciones B y D) o se dejaron como 
con t ro l  (incubaciones A y C). Los ex t rac tos  butano'licos s e  
analizaron por cromatograffer en papel, con e l  Solvente E. 
Las fases  acuosas de ambas muestras se analizaron por e lec t rofo-  
r e s i s  (Figura 50). Unicamente en e l  mater ia l  proveniente de l a  
incubaci6n con UDF-Gal se observ6 un compuesto que migr6 como 
~ a l - l - ~ ~ l ? .  En e l  con t ro l  s o l o  s e  detec t6  32~i ,  
Figura 50: Prenol quinasa. E lac t ro fo res i s  en buffer  ace ta to  
de p i r i d i n i o ,  de l a s  f a s e s  acuosas obtenidas por tratamiento 
fen6l ico  de  10s compuestos C y D (Figura 49). Dicho tratamiento 
se hizo  con 200 m l  de fenol ,  80% y 120 m l  de agua, a 68-70°C 
durante 3 horas. 
La idenridad de l a  ~ a l - l - ~ ~ ~ ,  s e  ve r i f  ico' por h i d r 6 l i s i s  
Scida (0.1 $1 HC1, IOOOC, 10 minutos) y pos te r io r  e l e c t r o f o r e s i s  
de 10s productos resu l t an tes .  En estas condiciones e l  100% de l a  
radioactividad migrb c a m  321?i. Esta  l ab i l idad  a 1  Bcido es 
car a c t e r f s  t i c s  de  10s 6s teres f osf 6 r i cos  unidos a 1  carb6n-1 
d e l  aziicar . 
Kesultados andlogos a 10s presentados s e  obtuvieron 
con la enzima S48 y con e6 lu las  t r a t adas  con EDTA. 
P o l i p r e n i l  p i rofosf  a t o  fosf atasa_, 
A 1  e s t u d i a r  l a  purif  icac idn d e l  F M 3 2 ~  se mencion6 que 
e l  product0 de fos fo r i l ac i6n ,  crornatograf iado en capa delgada 
con Solvente D daba cuatro compuestos (Figura 29). E l  
cornpuesto 2 sometido a h i d r 6 l i s i s  dc ida  l i b e r d  una mezcla de P i  
y YPi (Figura 30). La producci6n de PPi h izo  pensar que tal  
vez se t r a t a r a  de  f icaprenil-pirof  osf a to  . Como es te compues t o  
2 e r a  un componente menor y ademgs muy d i f l c i l  de  recuperar de  
la s s l i c a  G e l  no s e  pudo e s t u d i a r  bien. 
No obs tante  uno de  10s experimenros l levados a cab0 
concuerda con l a  cs t ruc tu ra  provisoriamente asignada y a 1  mismo 
tiempo podrla r eve la r  l a  presencia,  en e l  preparado enzim6tico 
usado (Psi)), de una p o l i p r e n i l  p i ro fos fa to  f o s f a t a s a  ansloga 
a l a  d e s c r i t a  en M .  lysodeikt icus  (157). 
E l  experiment0 c o n s i s t i b  en incubar a 1  compuesto 2 con y 
s i n  enzima, y a n a l i z a r  toda l a  mezcla de incubacidn por e l ec t roS  
f o r e s i s  en papel. En e s t a s  condiciones t an to  e l  compuesto 2 como 
e l  El@' no se nueven d e l  origen.  Los re su l t ados  s e  muestran 
en l a  Figura 51. La formaci6n de P i  e s  mucho mayor en e l  incubado 
con enzima. Incubaciones anslogas l levadas a cab0 con FM 3% 
10ao I- sin enzima 1 
IK con enzirna ~A ] 
0 
Figura 51: E lec t roforegb  en buffer acetato de p i r id in io  d e l  
ccmpuesto 2 marcado con 3LP (Figura 29) incubado con y s i n  enzima 
(P ) Las condiciones f ueron 1- de l a  incubacidn t ipo  pero 
*rP-~al y con Triton X-100 0,6%. Una vez f inal izade l a  
reacci6n se e lec t rofore t iz6  directamenre e l  sobrenadante de l a  
misma. 
(compuesto 3 Figura 29) como control  no indican l iberaci6n de 
32pi par par te  de la  enzima. 
E8 to6 resultados concuerdan con l a  capacidad estimulante 
observada en  un componente de 10s prepaados de FMP radioactive o 
no. Este componente permaneee en el origen de cromatogramas 
en capa delgada desarrolladas en Solvente C (Figuras 27 7 2b). 
E l  pico d e l  origen del cromatograma de l a  Figura 28 B e  u t i l i z 6  como 
aceptor ex6geao en uns inctrbacidn llevada a cab0 en presencia g 
ausencia de UnP-Gal no radioactivo . Los extractos butan6licos 
d e  ambos incubados s e  sometieron a tratamiento con fen01 50% y en 
e l  material proveniente d e l  incubado con UDP-Gal se  l0gr6 aislar 
h e ~ o s a - l - ~ ~ ~ ,  confirmando .sf que e l  coolponente del origen 
(cromatograma d e  l a  Vigura 28) act& como aceptor de galactosa. 
Aceptores l ipzdicos  en p lan tas  
S e  i n t e n t 6  en calaboraci6n con Rafael Pont Lezica, exten- 
der a sistemas vegeta les  e l  es tudiol levado a cab0 en bac te r i as .  
S e  tuvo en  cuenta que en plantas  se han d e s c r i t o  gran 
cantidad de poliprenoles,  e n  su  mayorza de  cardcter  a l f l i c o  
(Tabla 3) y algunos lfpido-fosfo-azgcares (Tabla 4).  En es tos  
Gltimos no se determind con c lar idad la  natura leza  d e l  prenol. 
E l  s i s t a n a  enzimgtico elegido se obtuvo de e p i c o t i l o s  d e  
arvej  a y se emple6 UDP- (14c) -G l u  ccomo nucledtido-azlicar dadar. Se 
es tudid  l a  incorporacidn de radioact iv idad a d i s t i n t a s  fracciones.  
La Tabla 27 muestra un eneayo t ipo.  La mayor p a r t e  de l a  marca se 
Tabla 27 : D i s  t r ibuciSn de  l a  radioact iv idad incorporada ut i l izando 
enzima de arvejas  (P3%). 
- - - - 
Fraccidn cpm incorporados 
-- - 
Butanol soluble  
Lfpidos neutros 
~f pidos polares 
Insoluble en  e tano l  a 1  80% 
Se incub6 60 minutos en l a s  condiciones indicadas en Materiales y 
Me'todos. L a  reacci6n se detuvo con butanol  y luego se e x t r a j o  con 
e l  mismo solvente.  D e l  mater ia l  butandlico se contd una a l fcuo ta  
y e l  r e s t o  se anal izb  por croanatograffa en  papel Whattnan DE-20 
(solvente butanol saturado en agua) , para separar  10s ll'pidos neutros 
de 10s polares.  La f a s e  acuosa se p r e c i p i t d  con e tano l  a 1  80% y e l  
precipi tado se contd luego de  s e r  lavado v a r i a s  veces con e tano l  de 
l a  m i s m a  concentraci6n. 
NUMERO DE FRA CClON 
Figura 52: h h l i s i s  d e l  material. l i poso lub le  por cromatoprafza 
en  columna de DEAE-celulosa. Se incub6 a 20°C, 30 minutos con l a  
mezcla seiialada para l a  enzima d e  arvejas .  Para f r acc ionar  e l  
material obtenido se u t i l i z e  una columna de  1.2 x 60 cms y se eluy6 
en  l a  forma indicada en Maretiales y MBtodos. 
Solo se es tudid  con d e t a l l e  l a  f racc i6n l iposoluble .  
Analizada por cromatograf fa  en papel  Whatman DE-20 r eve l6  la  pre- 
senc ia  d e  una gran cantidad de glucolfpidos neut ros  y d e  una pequeiia 
A d l ~ a  resultado ese obtuvo por cromatagraffa en columna 
de DUE-celtilasa (Fiigura 52) . Se obsesrvd una @an cantidad de  
radioactividad ea l a  zona neutra (pico 1); y material cargado que 
e1uyd eatra Ci.bO.2 M acetate da anunio (pico 2)(es decix en l a  
sal (pico 3 ) .  St3 intermante seiialar que si en vez de obtener e l  
material a ZOQC se incuba a 0 ° C  l a  relaci6n de pico 2 a pica 3 es 
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Anhlisis  p ic0  2. 
De l a  f r acc i6n  l iposoluble  s o l o  se anal iz6  con c i e r t o  
d e t a l l e  e l  y i c ~  2, para l o  c u d  se u t i l i z a r o n  las n~ismas t6ci1icas 
apl icadas  a 10s colllpuestos o'ot%nf.Jos con enzimas d e  A. xyliuum. 
- -- 
- - - - . . - - - - - - 
Figura 54: Efecto de la concentracidn de WIP. Condiciones cie l a  
incubaci611 t ipo ,  coil 0.5% de Tr i t6n  X-114. La reacciiirl se detuvo y 
e x t r a j o  con Lutanol. Lo6 l fp idos  neut ros  y polares  se dererininaron 
por cromatograf5a de l a  f a s e  b u t m b l i c a  en papel Whatman DL-20. 
Por h i d r 6 l i s i s  a pi1 2 s o l o  l i b e r 6  glucosa, 
?or  crmnatogzaf%a en e l  solvente  L&ico Ti e l  p ico  2 migr6 
con e l  f r e n t e ,  10 que i n d i c a r z a  que cont iene  un s o l o  f o s f a t o ,  con- 
finliando a s 5  s u  p e r f i l  de e lue i6n  de l a  colwnna d e  DEU-celulosa. 
La e s t a b i l i d a d  a las condiciones bds icas  suaves, desca r td  1~ 
presenc ia  de us1 fosfolZpido y apunt6 h a c i a  l a  n a t u r a l e z a  preno'l ica 
del l zp ido  involucrailo. 
La capacidad de e s r e  s i s t e n a  enzimst ico para  u t i l i z a r  
aceptores  ~ 6 g a n o s  t rub ign  s u g i r i 6  que la  porci6n l i p z d i c a  d e l  
~l 'pido-1 ' -~lu es de n a t u r a l e z a  preno'l ica.  Tanto e l  DfP couo e l  DoEP 
en y re senc ia  d e  T r i t d ~ i  X-100 e s r i r i u l a ros~  l a  formacio'n de este corn- 
puesto y no pfodujerou canbios ap rec i ab le s  en l a  s 4 n t e s i s  3e  10s 
l f p i d o  azGcares neut ros ,  cono se observa en l a  Figura 54 p a r a  e l  
caso d e l  Flip. 
Uti l izando F T . ~ ~ ~ P  se detenilin6 que 6 s t e  e r a  ofcctivanlente 
s u s t r a t o  dr l a  reaccio'n ya que se £om6 cl F F I ~ ~ P - ( ~ ~ C ) - - G ~ U .  
Se i n t e n t 6  tmbP611 aislar e l  aceptor  end6geno y con e s t e  
obj e t o  s e  y reparnron e x t r a c t o s  butan6l icos  del par  t i cu l ado  erizic,5tico, 
y se f r acc iuna ron  por croscatoi;rafZa en  columna d e  DdZ-celuloss. La 
yresenciri  de ace2 t o r  se es tablecio '  midiendo con e l  sis tena enzimBtico 
de arvejas l a  capacidad d e  es t imu la r  la  fonaaci6n del Lspido-1'-Glu 
en cada uria de las f r acc iones  e lu idas .  La iinica f r a c c i d n  activa 
carrssporrdfB a uPsa cmwn.firaci& sisli~la dc, 0,2-0.2 21 acctnto dr  
S I Q I ~ O .  B ~ t a  48 2a caaeelzrraoibn a la qwe? sc sluyen e l  Rr? noXtF. 
5% ac-erpmr lendg~iena ME ~ b t a ~ i d a  se hidraXTsb a p!-i 2 y lo 
misno se h i z o  con contro les  de  FNP y DolMP. Despuds se midi6 
capacidad aceptora. En la  Tabla 28 aparece e l  resul tado:  e l  
aceptor  d e  arvejas a1 i ~ u a l  que e l  DoltIP fug r e s i s t e n t e  a l a  
T&la 28: Tratamiento Scido d e l  l f p i d o  aceptor  de a rve jas ,  
FMP y DOUP. 
Acept o r  l i p l d i c o  Kadioactividad incorporada 
en 10s aceptores 
Acep t o r  
des compues to  




Las muestras se t r a t a r o n  con 0.01 N UC1, 10 rninutos 100°C. Los 
l l p i d o s  se ex t ra je ron  con butanol  y a dicha f racc idn  se le ensayd 
l a  ac t iv idad aceptora. 
h i d r d l i s i s  Scida; e s t o  estarfa indicando que e l  l i p i d 0  de a rve jas  
es de t i p o  do l i c6 l i c0 ,  pues e1FMP p ie rde  un 85% de su  capacidad a- 
ceptora. 
Los re su l t ados  an ter i o r e s  se con£ irmaron tr atando 
F~P-  ( 14c) -~lu, D O ~ M P - { ~ ~ C )  -Glu y L I ~  ida-p-(14c) -Glu con f en01 en l a  
forma ya v i s t a .  
Se observd (Tabla 29) que s o l o  e l  F M P - ( ~ ~ c ) - G ~ u  fu6
14 degradado en su  c a s i  to t a l idad ,  no as5 e l  ~fpido-P-(  C)-Glu. 
Tabla 29: T r a t a u ~ i e r ~ t o  f cnb l i co  da 10s 11pidos ~;lucosil;rdo8. 
- ------------ .- . --------------- .----- .-- . ----  
Glucolfp ido  Fase f e n 6 l i c a  Fase acuosa negradaci6n 
-- - - -. - - - - - 
14 Lipido-P- ( C) -Glu(arvej a s )  302 8 292 9 
I ) O U I P - ( ~ ~ C )  -Glu 104 6 126 It! 
R ~ P -  (14c) -Glu 5 14 2342 8 2 
El t ra tamiento  se e fec tu6  comv se sei ia la  en Mater ia1 .e~  y Mktodos 
durante  3 horas .  E l  F M F - ( ~ ~ c ) - G ~ u  se prepard con enzima de a r v e j a s ,  
e l  ~ o ~ l f - ( ~ ~ ~ ) - G l u  s i n t e t i z a d o  con enzima de higado fuE gent i lmente 
cedido por C. E r e t t .  
Coincidentes con 10s r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  fueron  10s 
obtenidos por  reducci6n c a t a l f t i c a  de  MP-Glu, DolkP-Glu y de o t r o  
aceptor  g lucos i l ado  obtenido por C. Brett con poroto de s o j a .  
Con este t r a t amien to  t a n t o  el aceptor  g lucos i lado  coma e l  DOUP-Glu 
permanecieron pract icamente i n a l t e r  ados en canlbio e l  FPiP-Glu s e 
uegrad6 
Configuraci6n d e l  en l ace  Glu-P. Se estableci.6 que e l  en l ace  
azGcar - fo s f  a t o  d e l  ~ f p i d o - P - G l u  e r a  de  conf iguraci6li  (3 s ieu iendo 
dos t6cnicas  d i f  erente's : 
- Capacidad pa ra  f  orrnar e l  ai~l.lidroglucosano. - 2 1 1,ZpicIo-P-Glu 
sonet ido  a t r a t a n i e n t o  a l c a l i n o  (0.1 13 NaOki en propanol  99X ,  65-68OC), 
so  degrad6 en  un 832 originando un compuesto que por cromatografza en 
papel  con e l  Solvente h se comport6 como 1 ,6  anhidroblucosano. 
La ident idad  d e l  g lucosa lo  se confirm6 por h i d r e l i s i s  gcida 
(liu' i i c l ,  100°C, 10 minutos) y cromatografza en e l  Solvente  H, 
donde migr6 como glucosa. 
- Sensib i l idad a l a p  - fosfoglucanutasa.- Como se indic6 ,  e l  
I lp ido-fosfa to-azGca d e  arvejas  es insens ib le  a 1  tratamiento fen& 
l i c o  (Tabla 29) por l o  que se i n f i r i o '  que es a(-saturado;  por e l  
con t ra r io  10s derivados g l i cas i l ados  de 10s e s t e r e s  fosf6r icos  de  
10s pr enoles a l f l i c o s  producen e l  azbcar- f os f a t o  correspondiente 
(Figura 25 y 26). Bash~ldose en d icha  propiedad y suponiendo que l a  
es tereoespeci f ic idad de l a  enzima g lucos i l an te  e s  l a  misma para e l  
aceptor  end6gen0, que para 10s aeeptores exbgenos, se procedi6 a 
incubar en  presencia  de un exceso de  FMP . La mezcla que se form6 
en e s t o s  casos contenfa aproximadamente un 15% de  LIpido-P-Glu y 
un 85% de RIP-Glu. Es ta  mezcla se t r a t d  con Eenol a1 S O X ,  obtenign -
dose en l a  f ase  acuosa un product0 con las c a r a c t e r i s  t i c a s  de la 
Glu-1-P. Esta Glu-1-P se aisl6 por e l e c t r o f o r e s i s  en ace ta to  de p i r i -  
d i n i o  y se incubo' con p-  fosfoglucomutasa obtenigndose un 40% de  
Glu-6-P . Un con t ro l  rea l izado en las rnis~nas condiciones con 
a -Glu-1-P mos t r 6  un 9% de conversiiin posiblemente por l a  presencia 
de oC* f osf oglucomut asa an la  preparaci6n enzimbtica. 
DIS CUSION 
Para a c l a r a r  l a  e s t r u c t u r a  de la f racc i6n l i p I d i c a  de 
10s l<pido-fosfo-aziicares d e s c r i t o s  en Acetobacter xylinum, ex i s t<an  
como se ha seiialado, 3 vfas  pos ib les  : 
1)  U t i l i z a r  un compues t o  p r e s m i b  lemente anglogo c m o  
acep t o r  ex& eno . 
2) Ais la r  e l  l f p i d o  endbgeno. 
3) Estudiar  l a  b i o s l n t e s i s  d e l  l l p i d o  a p a r t i r  de un 
precursor radioactive. 
Se s igu ie ron  l a s  dos primeras ya que l a  te rceka  pos ib i l idad 
se desca r td  porque experimentos previos ( l levados a cabo por 
R. GarcZa) llablan demostrado que e s t a s  cElulas no son permeables a 1  
gcido mevalbnico, precursor e spec l f i co  de 10s poliprenoides.  
Como aceptor  andlogo s e  u t i l i z 6  principalmente e l  FW y en 
experimentos prel iminares l levados a cabo en presencia de 
U U P - ( ~ ~ C ) - G ~ U  se abservd que: 
a) E l  FMP est imula l a  incorporaciBn de radioact iv idad a 
material so lub le  en butanol solamente en presencia de detergentes.  
Otsos tratamientos como agi tae iSn en vortex,  sonicaciGn, elevacidn 
de temyeratura, e t c .  no son capaces de reemplazar a 10s detergentes.  
b) E l  de tergente  por' s i  mismo est imula l a  incorporaci6n 
(Tabla 5) ,  y de 10s preparados e n z i m ~ t i c o s  ensayados para  obtener e l  
nl&imo de est lmulo con FMJ? y detergente ,  y un mfnimo con detergente  so lo  
( c s l u l a s  t r a t a d a s  t an to  con EDTA como con l isozima o tolueno, f racc iones  
ce lu la res  obtenidas por desintegraci6n con celdas de  French o Nossal) 
(TaLlas 5 y 6 ) .  e l  mejor r e s u l t 6  ser l a  fraccio'n p r e c i p i t a b l e  a 
30.000 x g (Enzime P ) obtenida con el  desintegrador de Nossal. 3 0 
6i e l  detergente  s e  reemplaza por ce fa l ina ,  un fosro- 
l fp ido  generalmente presence en bac te r i a s ,  no s e  observa ac t ivaci6n 
alguna (Tabla 9) . E l  papel  act ivador de l a  cef a l i n a  y de l a  
ca rd io l ip ina  ha s ido  d e s c r i t o  en o t ros  s i s t m a s  de bac te r i a s  
(151, 214). 
c) E l  proaucto obtenida t i e n e  l a s  propiedades d e l  Lf-  
pido-P-Gal (Figura 14).  
En l a s  condiciones u t i l i z a d a s  so lo  ocacionalmente se 
encontr6 adem$s Lfpido-YP-Glu, y en pequeiia cantidad (Figura 15). 
Por e s t e  motivo e l  es tudio  se concentr6 en l a  incorporaciiin de galac- 
tosa directamente a p a r t i r  d e  UDP-Gal, a m a t e r i a l  so luble  en solventes  
org6nicos. 
La presencia de galac tosa  en e l  product0 no sorprendi6 
yues ya se sabfa  que e l  sis tema enzimdtico u t i l i z a d o  contiene 
UDP-Gal- 4-epimerasa (68) . 
Incorporacidn a par tir de UD1'-Gal 
En presencia de este nucledtido azdcar l a s  incorporaciones 
fueron mucho mayores que con UDP-Glu (Tabla 10).  Tambidn en e s t e  
caso s e  buscaron condiciones en l a s  que e l  e fec to  es t imulante  d e l  
de tergente  fue ra  mgnimo, (Tablas 11 y 12). Se ensayaron v a r i o s  
detergerztes, que en presencia d e  FMP incrementaron l a  s l 'n tes is  de  
m a t e r i a l  l iyosoluble .  Pero e l  es tirnulo m i h i n o  se produ j o  nuevamente 
en presencia de Tr i ton X-100 (Figura 21), aunque Zonyl A y desoxi- 
colato de  sodio  produj eron incrementos apreciables  . En presencia 
dt: Tri ton X-100 se obtuvo para e l  UDP-Cal un '&I aparente de 
3 - 6 x l ow5  Pi y para e l  FMF i g u a l  a 1 x lom5 M (Figura 20). 
Por o t r a  p a r t e  l a s  incorporacioxres de galac tosa  obtenidas 
con exceso de s u s t r a t o  (Figuras 17 y 18) o, en incubaciones durante 
tieinpos largos (Figura 19) fueron siempre rnuy a l t a s  (60-752). 
La iden t i f i cac idn  d e l  product0 formado en presencia de 
FMP y Tri ton X-100 s e  hizo empleando: cromatograf f a  en papel en 10s 
solventes Ii y F (Figura 22), cromatograffa en columna de DUE-celulosa 
(Figura 23), h i d r d l i s i s  a pEi2 y p o s t e r i o r  caracter izaci6n d e l  produc-- 
to hidrosoluble como galac tosa  (Figura 24), tratcnniento fen6l ico  
(Figura 25) y u l t e r i o r  caracter izacidn de l a  Gal-1-P formada 
(Figura 26) ; y reduccidn c a t a l f t i c a  en presencia de p l a t i n o  ( ~ a b l a  14). 
Todos es tos  tratrrmientos indican que e l  compuesto obtenido en 
presencia de  FtP se comporta como e l  Llpido-P-Gal s in te t i zado  a p a r t i r  
d e l  acep t o r  l i p f d i  co end6geno . 
La canfiguracidn de l a  unidn f osf ato-aziicar es l a  misma e n  
e l  Lfpido-P-Gal y en e l  compuesto formado par estirnulacidn con FMP: 
ambos forman 1,6-anhidrogalactosano cuando s e  10s soxuete a un t r a t a -  
miento a l c a l i n o  f u e r t e ,  revelando la presencia de l a  configuraci6n p 
Confirmacidn d e l  carbcter  de sus t r a t o  para el FbP .- Aunque 
10s resul tados  a r r i b a  mencionados son ya un buen lndice  d e l  ca rac te r  
de s u s t r a t o  desempefiado por e l  FW, l a  evidencia m i i s  catego'rica se 
obtuvo u t i l i zando  F M ~ ~ P .  
En presencia de este compuesto y de UDg-Gal, tanto  no radio- 
active como marcado con 14c se £om6 un product0 con l a s  propiedades 
d e l  tlpido-P-Gal que contenfa 3 2 ~  y que sometido a d e g r a d a c i b  con 
fen01 produjo un compuesto anglogo a la  g a l a ~ t o s a - l - ~ ~ ~ .  Cuando se 
u t i l i z a r o n  10s dos radiois6topos s e  estableci.6 ademds que l a  galac tosa  
y e l  f osf a t o  se hallaban e n  r e l a c i s n  molar. De es t a  manera qued6 
demostrado que e l  3 2 ~  originalmentr  unido a1 f icaprenol  s e  habza unido 
luego a l a  galac tosa  provis ta  por e l  UDP-Gal. 
Otros aceptores l ip fd icos  
E l  sistema e n z i d t i c o  estudiado u t i l i z a  no so lo  e l  l3IP como 
aceptor ex6geno s i n o  tambidn a 1  DolME', a i s l ado  directamente de higado 
de cerdo u obtenido por fos fo r i l ac ibn  q u h i c a  de d o l i c o l  de l a  misma 
£ uente . 
Sin  embargo aceptores l ip fd icos  de t i p 0  o(-saturado desc r i tos  
en o t r a s  f uentes (arveja,  s o j a  e insectos  (97, 98)) no t ienen capa- 
cidad act ivadora en e s t e  sistema (Tabla 20). Estos resul tados  
negatives no deben considerarse concluyentes pues s o l o  se u t i l i z a r o n  
ex t rac tos  crudos y no sc i n t e n t 6  s u  purif icaci t in,  
E l  tiecho de que en e l  s is tema de Acetobacter estudiado t an to  
e l  FlYIP como e l  DoDii) Sean s u s t r a t o s  (Tabla 20) ind ica  una c i e r t a  
inespeci f ic idad de l a  enzima con respecto a la  longitud de l a  cadena 
y a 1  es tad0 de sa turaci6n de l a  unidad & d e l  prenol. S i n  embargo a 
bajas concentraciones e l  E'MP, es mejor sus t r a t o  que e l  DolMP (Figura 42). 
Cwo e s t o s  dos compuestos d i f i e r e n  ademgs en e l  r ~ h e r o  de dobles enlaces 
t r ans ,  no es  pos ible  ex t rae r  conclusiones con respecto a la ih f luenc ia  
de cada uno de es tos  f ac to res  sobre  l a  especi f ic idad d e l  sistema 
enzitugtico. Como ya s e  d i j o  e l  comportmiento d e l  compuesto 
obtenido con e l  aceptor  encl6geno (Lipido-P-Gal) e s  idgn t i co  a 1  
obtenido en presencia de W. E l  product0 s i n t e t i z a d o  enpresen-  
c i a  de D o W  e s  d i fe ren te :  e s  r e s i s t e n t e  a 1  tratamiento f e i d l i c o  
(Tabla 22) y a l a  reducci6n c a t a l f t i c a  (Tabla 14): Es ta  puede 
tomarse como una evidencia m& d e l  cargcter  a l f l i c o  d e l  aceptor  
endbgeno. Por o t r a  p a r t e  e s t e  cornportamiento d i f  e r e n c i a l  de 10s 
productos obtenidos en presencia de FMP y DollIP f r e n t e  a 10s 
t ratamientos seiialados (fen01 502 y reduccio'n ca ta lP t i ca )  permite 
disponer d e  una herrarnienta s e n c i l l a  para d i s t i n g u i r  e n t r e  l fpido- 
azGcares Cerivados de prenoles a l$ l i cos  ( f icaprenol)  o de 
O( -saturados (dol icol )  y provee la  posib i l idad de u t i l i z a r  p ren i l -  
f o s f a t o s  no radioact ivov como ~uarcadores. 
Estudio d e l  aceptor  a i s l ado  de Acetobacter xy1inum.- 
E l  o t r a  c m i n o  seguido para c a r a c t e r i z a r  e l  r e s t o  l i p i d i c o  
ue 10s lfpido-f osf ato-azGcares f ug proceder directanlente a s u  
aislamiento.  Es te  se emprendib a 1  comprobarse l a  f a c t i b i l i d a d  de 
obtener m a t e r i a l  s u f i c i e n t e  corno para c a r a c t e r i z a r l o  por espectro- 
grafl'a de masa. Como fuen te  se u t i l i z o '  a l a  cepa B42 de A.  x y l i n m ,  
con l a  que se han rea l izado 10s es tudios  presentes. Pero puesto que 
l a  produccioln de ce lu losa  que l a  c a r a c t e r i z a  d i f i c u l t a  s u  rnanipula- 
ci&, se u t i l i z 6  tambiCtn la  cepa 8747. Esta cepa no produce ce lu losa  
(68) y, tampoco s e  ha detectado i n  v i t r o  l a  forrnaciSn de 1Ipido-fosfo- 
aziicares (68) . KO obstante,  a1 buscar lipido-f osf a t o s  l i b r e s ,  se 
encontrd que tambign esta cepa ~ r o d u c f a  un compuesto que estimulaba 
l a  s i n t e s i s  de  Lipido-P-Gal en presencia de enzima obtenida a 
p a r t i r  de l a  cepa 842.  
nebe des tacarse  que l a  cepa U42 produce c a s i  e l  doble de  
aceptor (por gravlo de cglu las  hiimedas) que l a  cepa 8747 (Tabla 17). 
quizii en e s t o  probablemente tenga c i e r t a  inc idencia  l a  incapacidad 
ya  mencionada d e  es t a  Gltima cepa para  s i n t e t i z a r  1Ppido-f osf ate- 
azGcares y ce lu losa .  Pero por o t r a  p a r t e  l a  presencia de aceptor  en 
e s t a  cepa es j u s t i f i c a b l e  pues en  l a  s z n t e s i s  de l a  pared ce lu la r  
se r equ ie re  tambisn prenil-fosf a t o s  (15, 21) . 
E l  aceptor  a i s l a d o  posee la  rnisma l a b i l i d a d  a 1  Gcido que 
e l  FMP en tanto  que e l  DolMP es r e s i s t e n t e  (Tabla 19) .  Este 
r e su l t ado  aiiade una nueva evidencia en e l  sen t ido  de que e l  l l p i d o  
fosf a t o  end6geno es de cardcter  a l i  l i co .  
E l  espect ro  de masa d e l  aceptor  a is lado y defosfor i lado 
por t ratamiento Zicido reve la  efectivamente l a  presencia no s o l o  de  
undecaprenol s i n 0  tambign de deca- y nonaprenol (Figura 41).  
S i n  embargo l a  presencia de o t ros  cmpues tos ,  pos ibletnente 
de  ca rdc te r  isoprenoideo, en cantidades muctlo mayores, abren l a  
pos ib i l idad  de que tambign e l l o s  Sean responsables de  l a  capacidad 
aceptora. 
De todos modos, se puede afirmar con bas t a n t e  fundamento 
que e l  aceptor  end6geno es un pol iprenol  fosf or i lado,  de t ip0  a l r l i c o .  
S l n t e s i s  de  Lfpido-PP-Glu 
-- - 
Cn l a  in t roducc idn  se nencion6 que preparados de 
14 Acetobacter xylinum acumular~ i n  v i t r o ,  a p a r t i r  de UDP-( c)-Glu, 
una s u s  t a n c i a  a l a  que se asigno' la  e s t r u c t u r a  ~lpido-PP-Glu (68). 
Tambi6n s c  nenciono' que este coapuesto es un i n r e r n e d i a r i o  en l a  
s h t e s i s  de un glucano. 
Siguicndo un esquema anhlogo a1 u t i l i z a d o  en  e l  caso 
del Lzpido-+Gal se t r a t b  de l o g r a r ,  por e l  agregado de DIP ex6geno 
una e s t i~au lac io ' n  en  l a  formaci6zl d e l  ~fpido-PP-Glucosa. L s t a  
p a r t e  d e l  t r a b a j o  s e  d e s a r r o l l o  en colaborac idn  con R. Garcfa. 
Cmo y a  se d i s c u t i 6 ,  en  un p r i n c i p i o  no s e  tuvo h i t o ,  
pues en las condiciones d e l  enssyo se i nh ib fan  t a n t o  l a  s i n t e s j s  d e l  
~lpido-PP-Glu (G8)  como l a  d e l  glucario (F igura  16 ) .  I'ero t raba jando 
a 0°C y baja concentracidn de  T r i t o n  X-100 (0.09-0.12X) s e  lograron  
e s t h u l o s  reproducib les  (F igura  43).  &n r e a l i d a d  ya  s e  s ab fa  que a 
Lajas  temperaturas ,  aunque en  ausencia  de  d e t e r g r n t e s ,  l a  acuu~uln- 
cio'n ~e ~Ppido-PP-Glu es nk ix l a ,  y que l a  formacidn d e  pollinero 
es taba practicarnente bloqueada (7 3) . 
L a  a p l i c a c i 6 n  d e  las ~ u i s m a s  tgcnicas  ana l l ' t i c a s  u t i l i z a d a s  
para e l  es tud io  d e l  LIpido-P-Gal: h i d r b l i s i s  a 9112, columna cle 
DL&-celulosa (F'igura 45)  , f r a t a n i e n t o  f eno'lico, cromatograf fa e n  
so lven te s  E, F y H y experimentos con doble  tnarca (F igura  46), pe rmi t i e  
- 
ran c o ~ i f i r n a r  que se fo r~na  Ficaprenil-YP-Glu de  acuerdo a l a  s i g u i e n t e  
reaccio'n: 
Ficapreni l -P + UDP-Glu - Ficaprenil-PP-Glu + UMP 
Consecr~entemente, ee bas tante  probable que e l  aceptor  
end6geno sea  uh p r e n i l  monof as£ a t o  . 
En cuanto a l a  especi f ic idad d e l  complejo enzimdtico 
involucrado en e s t a  reacciSn, es poco l o  que puede afirmarse.  Si 
bien e l  DolMP no produce est imulaci6n en l a s  condiciones d e l  ensayo, 
tmpoco l a  producen ex t rac tos  l i p l d i c o s  de l a s  mismas cglulas  que 
deberian contener e l  aceptor .  Dichos ex t rac tos ,  en cambio, ac t ivan  
enortnanente la  incorporaci6n de ga lac tosa  (Tabla 18, 19 y Figura 40). 
Pos ib leaente  l a  presencia  de fos fo l fp idos  y o t r o s  conta- 
minantes a l t e r e  en  forma aprec iab le  10s requerimientos de  l a  reaccidn 
y l a  r e l a c i 6 n  enzima-sustrato-detergente. 
Una importante evidencia ad ic iona l  que, a l a  vez reafirma 
l a  funcionalidad d e l  MP como s u s t r a t o ,  se obtuvo incubando a una 
temperatura intermedia (lS°C), ya  que se observ6 incremento en l a  
formaci6n d e l  in termediar io  l i p f d i c o  y tambibn en l a  de p o l h e r o  
(Tablas 23 y 24 y Figura 47).  
Por Gltimo, u t i l i zando  no ya enzima P30 s i n o  cglulas  
t r a t adas  con EDTA, se observ6, agregando FMP y Tr i ton  X-100 (Tabla 2 5 ) ,  
un leve  incremento no so lo  en l a  formacidn de pollmero s i n 0  tambien 
en l a  de 10s 3 lfpido-azbcares d e s c r i t o s  en  A. xylinum (Lipido-P-Gal, 
Llpido-PP-Glu y Lfpido-PP-Cel). Este resul tado puede considerarse 
como una evidencia mgs en e l  sent ido  de que sobre un aceptor  cmGn 
s e  forman 10s tres l lpido-azfcares,  dos de 10s cuales,  a s u  vez, 
intermediarfan l a  s f n t e s i s  d e l  glucano. 
Estudio de algunas enzimas d e l  c i c l o  b i o s i n t e t i c o  
- 
d e l  aceptor  l ipzd ico  
Ilc acuerdo a l o  que s e  conoce con respecto a  l a  biosfn- 
t e s i s  de 10s pol ipreni l - fosfa tos  d e l  t i p o  de 10s estudiados,  
e s t o s  se formarfan a  p a r t i r  de dcido mevalbnico, como se observa 
en e l  esquema s i g u i e n t e  (16). 
Figura 55: Esquana b i o s i n t g t i c o  d e l  Undecaprenil-P (16). 
Acido m e v a l o ' n i c o  
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E l  product0 f i n a l  de e s t a  secuencia es un poliprenil-piro-  
fos fa to ,  e l  cua l  para funcionar como aceptor  de azGcares debe hidro- 
l i z a r s e  a  luonofosf a to .  Este paso es tnediado por una p o l i p r e n i l  
p i ro fos fa to  f o s f a t a s a  (A) (157). hn S. aureus se ha d e s c r i t o  una segunda 
4 
defos fo r i l ac i6n  que l l e v a  a 1  undecaprenilmonofosfato a alcohol 
l i b r e .  Esra reaccii3n es ca ta l i zada  por una p o l i p r e n i l  monofosfato 
f osf a t a s a  (c) (160) . La f osf o r i l a c i 6 n  d e l  undecaprenol uediante  
una quirlasa (B) y iiTP ila s ido  d e s c r i t a  tambie'n en S . Aureus (161) 
y const i tuye  una v i a  a l t e r n a t i v a  para l a  obtenqi6n de Undeca- 
prenil-P . 
Algunas de e s t a s  act ividades enzimgticas han s i d o  ahora 
detectadas en A. xylinum. 
Quinasa.- Evidencias para l a  presencia de e s t a  enzima se 
encont raron u t i  li zando  AT^ 2~ y preno 1 ex6geno. Aunque las canti-  
ciades de lfpido-f osf a t o  ( 3 2 ~ )  f ormado fueron pequeiias, su  ex i s  tencia  
se con£ inn6 a1 ob tener  ~ f ~ i d o - ~ ~ ~ - ~ a l  . E s t e  compuesto a su vez, 
raediante tratamiento fendl ico  l i b e r d  ~ a l - l - ~ ~ ~  ('Figura 50). Esto 
3 2 prueba l a  t ransferencia  de 3 2 ~ i  d e l  AT P a un aceptor l i p f d i c o  y s u  
funcionalidad como s u s t r a t o  de l a  ga lac tos i l t r ans fe rasa .  
Poliprenil-PP-f osf atasa.- Indic ios  de  l a  presencia de una 
enzima de este t ipo  se obtuvieron por e l  hecho de que l a  formaci6n 
de Llpido-P-Gal es es timulada por e l  f icaprenil-di  f os f a t o  , radioact ivo 
o no. Como este Gltimo mate r i a l  proviene de una croxuatograffa en 
capa delgada no puede descar tarse  l a  pos ibi l idad que se h i d r o l i c e  a 
monofosfato durante l a  elucign. S in  embargo e l  carac te r  enzimstico 
de e s t a  h i d r l i l i s i s  se evidencili por incubaciones l levadas a cab0 con 
I fp ido-di fosfa to  radioact ivo (pica 2 Figura 29) las que produjeron 
l a  l ibe rac idn  de 32~i  (F gura 51), l iberacibn que no ocurre en 
presencia de FM32~ (pico 3 Pigura 29). 
No s e  h a l l a s o n  yruebas sobre  l a  e x i s t e n c i a  de p o l i p r e n i l  
32 lr~onof osf a t o  f osf a t a s a  (C) , cuando se incub6 FPI P purif  icado, con 
enzirdn P30. 
Acep t o r e s  de  g a l a c t o s a  
Dado que en  A .  xylinum s o l o  se han d e s c r i t o  homopolf- 
meros que cont ienen glucosa (174-176), l a  funciBn d e l  ~Zpido-P-Gal, 
e l  c u a l  p re sen ta  todas las c a r a c t e r k s t i c a s  de  un dador de galac- 
t o sa ,  debe r fa  e s t a r  o r i en t ada  hac i a  l a  s l n t e s i s  de  un he teropol i -  
sacgr ido  o una g l i cop ro te fna .  Pensando en  que f u e r a  l o  primero, 
se procedid a 1  a i s lamiento  de po l i s ac ik idos ,  encontrsndose por l o  
menos cua t ro  de  d ive r sa  cotnposici6n (Tabla 26) , aunque ninguno 
r e v e l 6  poseer  g a l a c t o s a  segiin las te'cnicas de  a d l i s i s  u t i l i z a d a s .  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos no penni ten  responder a1 in- 
t e r rogan te  planteado sobre  e l  d e s t i n o  f i n a l  de l a  ga lac tosa .  Esta  
puede formar p a r t e  de pol i sacSr idos  p re sen te s  e n  o t r a s  Eracciones 
c e l u l a r e s  no es tudiadas  y / o  d e  g l i cop ro te fnas  . 
Acep t ores  l i p  f d i c o s  e n  p l a n t  as 
-- 
E l  e s t u d i o  l levado a c a b ~  con A .  xglinum permi t i6  a i s l a r  
una serie de  lfpido-fosfo-azccares: apido-P-Gal, Lfpido-PP-Glu y 
~fpido-I'P-Cel, d e  10s cuales  10s dos Gltimos son in t e rmed ia r io s  e n  
la  s i n t e s i s  de  un glucano de  a l t o  peso no lecu la r  (73). 
Por s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  t a n t o  e l  LCpiJo-PP-Glu can0 e l  
Ll'pido-?P-Cel ( 6 8 )  podrfan s e r  in te rmediar ios  en  l a  bios l 'n tes i s  d e  
ce lu losa .  Teniendo e n  cucnta e s t a  i d e a  y e n  co la lo rac i6n  con 
K. Pont Lezica se J e c i d i 6  l l e v a r  a cabo un es tud io . s i rn i l a r  en 
plant  as .  Exis t f  an ademas dos circuns tancias  adic ionales  que hacl'an 
ri6s i u t e r c s a n t e  dicha invest igacibn:  
a)  Las p lan tas  son l a  fuente  mbs importante de prenoles 
a l f l i c o s ,  t an to  l i b r e s  como e s t e r i f i c a d o s  (Tabla 3). 
b) lie es taba  ac larada  l a  na tura leza  de l a  f racc i6n l i y f -  
d i c a  de 10s lcpido-fosfo-aziicares ya d e s c r i t o s  en algunos 
vegeta les  (87 - 96).  
Corn sistenla enziubt ico  se e l ig i ' o  UII par t iculado de 
e p i c o t i l o s  de a rve ja  y se u t i l i z a r o n  l a s  mismas tgcnicas a n a l f t i c a s  
=pleadas en b a c t e r i a s .  Los resul tados  i n i c i a l e s  indicaron que 
ex i s t en  a 1  menos dos t ipos  de compuestos l i p o f l l i c o s  eapaces de 
aceptar  glucosa: neutros y anio'nicos (Pigura 52). Los primeros 
fueron carac ter izados  como esteri l -glucbsidos,  per0 en nuestro casa 
e l  es tudio  se cent r5  en 10s Cltirnos. La  F-igura 52 sefiala l a  pre- 
sencia  de do= lkpidos cargados: uno que eluye c m o  l l p i d o  monofosfato 
y o t r o ,  en nenor calltidad que eluye colrlo l f p i d o  p i ro fos fa to .  
b l  a r G l i s i s  de l a  fracci'on l i p i d i c a  d e l  l i p i d o  ~nonofosfato 
indica que es de t i p o  do l i c5 l i co .  Es c l a r o  e l  paralcl ismo e n t r e  
e l  comportaraiento d e l  Llpido-P4lu ( s in te t i zado  con e l  aceptor  end6geno) 
y e l  DolIP-Glu (preparado ya s e a  con enzima de  arvejas  o con l a  f r acc idn  
~!~icrosomql de hfgado de r a t a )  f r e n t e  a t ratamientos degradativos 
t a l e s  coao reduccio'n c a t a l f  t l c a  y f en01 50% (Tabla 29) , cuyo valor  
cliagndstico ha s ido  seiialado para e l  s i s tema de A. x y l i n m .  
La act ivacidn en  l a  EormaciBn de Lzpido-P-Glu obtenida me- 
d i a n t e  l a  adic i6n de F&P, ( radioact ivo  o no) y DollQ i n d i c a r f a  
una f a l t a  de especi f ic idad enzimstica con respecto a 1  grado de sa-- 
turac idn de l a  unidad O( , a 1  n h e r o  de enlaces t r a n s  y a l a  
longitud de l a  cadena p o l i p r e ~ ~ 6 1 i c a .  Esto es s imi la r  a l o  v i s t o  
en Acetobacter xylinum para e l  caso de la  s f n t e s i s  d e l  ~fpido-P-Gal. 
h l  hecho de que en e l  s i s tema estudiado e l  prenol  posea 
l a s  propiedades de 10s do l i co les ,  apoya l a  idea  ya seiialada 
(Tabla 4) de que una c a r a c t e r f s t i c a  de eucar io tes  s e r f a  que la p a r t e  
l ipof  f l i c a  d r  10s lfpido-f osf ato-aziicares es O( -saturada, cuando e l  
prenol es de cadena l i n e a l ;  en procar io tes  en cambio, s e r z a  de t i p o  
a l f l i c o .  A e s t a  c i rcuns tancia  podrfa a s ignarse le  una c i e r t a  rcle-  
vancia desde e l  punto de v i s t a  evolut ivo.  
La presencia  de un lzpido a - s a t u r a d o  responsable de l a  carga 
de aziicares e s  sorprendente si  se piensa que en p lan tas  10s prenoles 
d e s c r i t o s  son de t i p o  a l f l i c o  (Tabla 3 ) ,  con l a  s o l a  excepci6n de un 
d o l i c o l  a i s l ado  d e l  "spadix" de Arm maculatum (39) . Es t o  p lan tea  
ahora un nuevo interrogante:& Cu41 es l a  funcio'n que cuniplen en 10s 
vege ta les  10s prenoles a l f l i c o s  que son, con mucho, 10s m& abundantes? 
Pinalmente, e l  o t r o  compuesto cargado en DEAE-celulosa se 
eluye como un l f p i d o  p i ro fos fa to  pero no ha s i d o  invest igado en 
d e t a l l e .  Analogamente a l o  que sucede en A. xylinum se acumula a 
ba ja  t eapera tu ra  (Figura 53). 
E l  aceptor f i n a l  de e s t o s  aziicares no se conoce, per0 l a  
fomacio'n de m a t e r i a l  insoluble  en e tano l  o TCA (Tabla 27) observada 
en e l  misrno sisterna pemrite sospechar que 10s lfpido-aziicares a i s l ados  
desen~pe5an e l  papel de intermediaries. 
COPJCLUS IONES 
1) La f racc i6n enz in6 t i ca  P30 (es dec i r ,  10s fragmentos 
ce lu la res  de Acetobacter xylinum, obtenidos en un desintegrador de 
~ ~ o s s a l  que p r e c i p i t a n  e n t r e  480 y 30.000 x g)  es l a  mbs adecuada 
para e s tud ia r  l a  reacciBn: 
1) Lf2ido-P + UDP-Gal# LLfpido-P-Gal 3. l$QP 
pues e l  e s t h u l o  en l a  forn1aci6n de Lzpido-P-Gal por e l  agregado de 
detergentes  e s  mfnimo, y miiximo, en presencia de detergente y FMP. 
En ausencia de detergentes no hay ac t ivaci6n por FIQ. 
E l  detergente  mSs e f i c i e n t e  es e l  Tri ton  X-100 en una concentraci6n 
0.2-2.4%. 
2) En presetlcia de Tr i ton  X-100 e l  aparente para  e l  
UDP-Gal es 3-6 x l r 5 M  y pa ra  e l  FMP 1 x ~ o - ~ M .  
3) E l  DolMP es tambign Bustrato de esta reacci6n aunque 
menos e f i c i e n t e  que e l  FMP. 
4) Extractos l i p l d i c o s  de A. xylinum fraccionados por 
cromatograffa en  columnas de DEAE-celulosa, tambign est imulan l a  
formaciiin de ~zpido-P-Gal. 
5) Los productos obtenidos con aceptor  endbgeno, mP y 
ex t rac tos  l i p f d i c o  de A. xylinum t ienen iddn t i cas  propiedades. E l  
obtenido en presencia de DolMP, en  cambio, es r e s i s t e n t e  a l a  degradacio'n 
por fen01 y a l a  reducciSn c a t a l f t i c a .  
6) S w e t i d o s  a una h i d r 6 l i s i s  5cida suave t an to  e l  FMP 
cono e l  ex t rac t0  l i p f d i c o  d e  A. xylinum piexden su capacidad 
estirnulante. Xo asf e l  DolBiP, que conserva d i c l ~ a  propiedad. 
/ 
7) D t i l i z ando  U D P - ( ' ~ C ) - G ~ ~  y F M ~ ~ F  s r  obtuvo un producto 
coil una r e l n c i d i ~  niolar P ~ ~ / ~ ~ c  = 1, que por  clegradaci$n con f e n d  
?roiiujo ( 1 f 4 ~ ) - ~ a l - 3 2 ~ .  Sc confirm6 as5 que el FPU3 es un s u s t r a t o  
6) I,a porc i6n  l i p f d i c a  de1 aceptor  end6geno Je A.xy l i n a a  
' e s  uu p o l i p r e n o l  c i ~  t i p o  a l f l i c o .  il espectlro d e  nrasa confinn6 esta 
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